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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
A. melanogenum   Aureobasidium melanogenum 
A. namibiae    Aureobasidium namibiae 
A. pullulans     Aureobasidium pullulans 
A. subglaciae     Aureobasidium subglaciae 
ang.     angleško 
AGE     agarozna gelska elektroforeza 
AmpR     zapis za odpornost proti ampicilinu 
BamHI  restrikcijska endonukleaza tipa II iz bakterije 
Bacillus amyloliquefaciens 
bp     bazni par 
C16 domnevna endoglukanaza proteinske družine 
GH16 
C71 domnevna endoglukozidaza proteinske družine 
GH71 
CaCl2     kalcijev klorid 
cDNA     komplementarna DNA 
CP     domnevna pektin liaza 
CSM-Ura  kompletno gojišče brez uracila (ang. complete 
supplement mixture without uracil) 
DNA     deoksiribonukleinska kislina 
dATP     deoksiadenozin trifosfat 
dCTP     deoksicitidin trifosfat 
dGTP     deoksigvanozin trifosfat 
dNTP     deoksiribonukleid trifosfat 
dNTP mix    mešanica 4 dNTPjev 
dTTP     deoksitimidin trifosfat 
DreamTaq DNA polimeraza  optimizirana termostabilna Taq DNA polimeraza, 
ki izhaja iz bakterije Thermus aquaticus 
E. coli     Escherichia coli 
FDA  Ameriška zvezna agencija za hrano in zdravila 
(ang. US Food and Drug Administration) 
g gram 
H. polymorpha  Hansenula polymorpha 
HCl  klorovodikova kislina 
Li     litij 
LiAC     litijev acetat 
LC     domnevna kutinaza  
LL     domnevna lipaza  
LP     domnevna fosfolipaza A2  
  
Ex Mycosmo MRIC UL   Infrastrukturni center Mycosmo z mikrobiološko 
zbirko Ex 
M molarna koncentracija (mol/l) 
mg  miligram 
MgCl2  magnezijev klorid 
milliQ  ultra čista voda 
ml  mililiter 
Na2EDTA         dinatrijeva sol etilen diamin tetraocetne kisline 
NaCl      natrijev klorid 
NaOH     natrijev hidroksid 
(NH4)2SO4    amonijev sulfat 
npr.     na primer 
ori 2µ  mesto začetka replikacije, ki izhaja iz naravnega 
plazmida kvasovke 
ori ColE1  mesto začetka replikacije, ki izhaja iz bakterijskega 
plazmida 
P. pastoris  Pichia pastoris 
PA  domnevna aspartil proteaza družine A01A 
pADH1  promotor alkohol dehidrogenaze 
pGAPDH  promotor gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze 
PCR   verižna reakcija s polimerazo (ang. Polimerase 
Chain Reaction) 
PEG MW 3350   polietilen glikol z povprečno molsko maso 3350 
g/mol 
PM  domnevna karboksipeptidaza proteinske družine 
M14 
PS  domnevna serinska proteaza proteinske družine 
S10 
RNA     ribonukleinska kislina 
S. cerevisiae    Sacharomyces cerevisiae 
SDA  gojišče za kvasovke, ki vsebuje pepton (ang. 
Sabouraud Dextrose Agar;) 
SD  sintetično gojišče z minimalno količino glukoze 
(ang. Sabouraud Dextrose Agar) 
SC  sintetično kompletno gojišče (ang. Syntetic 
Complete Medium) 
SS-DNA    enoverižna DNA (ang. single stranded DNA) 
TE pufer    tris-EDTA pufer 
TAE pufer    tris-acetat-EDTA pufer 
TWEEN     polioksietilen sorbitol ester 
URA3  zapis za komplementacijo okvarjene sinteze uracila 
(orotidin-5’-fosfat dekarboksilaza) 
  
V  volt 
YPD  kompletni medij za rast kvasovk (ang. yeast extract 
peptone dextrose) 
YPAD  kompleksno gojišče za kvasovke z dodatkom 
adenina (ang. yeast extract peptone - dextrose plus 
adenine medium) 
YNB  gojišče za kvasovke z dušikovo osnovo (ang. Yeast 
Nitrogen Base) 
YNB-Ura  gojišče za kvasovke z dušikovo osnovo brez 
aminokisline uracil (ang. Yeast Nitrogen Base 




















Heterologno izražanje genov za zunajcelične encime glive Aureobasidium pullulans 
v kvasovki Saccharomyces cerevisiae 
Povzetek: Aureobasidum pullulans je vrsta črne kvasovke, ki je znana predvsem po 
svoji biotehnološki vlogi kot proizvajalec polisaharida pululan in cele vrste 
zunajceličnih encimov. Izraba le-teh je zaenkrat omejena, vendar nedavna določitev 
genomskega zaporedja vrste A. pullulans predstavlja izjemno priložnost za 
identifikacijo in preučitev encimov te glive. Za A. pullulans je značilna tudi toleranca na 
različne stresne pogoje kot so nizka vodna aktivnost, visoke koncentracije soli, nizek 
pH.  
Pivska ali pekovska kvasovka Saccharomyces cerevisiae je uveljavljen laboratorijski 
modelni sistem. Ker vrsta S. cerevisiae ni patogena, lahko z njo brez težav rokujemo v 
mikrobiološkem laboratoriju ob običajnih varnostnih ukrepih. Kvasovka je pomembna v 
živilski industriji pri vzhajanju testa in proizvodnji alkoholnih pijač, pa tudi v energetiki  
za proizvodnjo bioetanola za gorivo, zaradi česar je spreminjanje njenih industrijsko 
relevantnih lastnosti zelo zaželeno.  
Namen magistrskega dela je bil izbrati gene za zunajcelične encime, ki imajo potencial 
za uporabo v industriji. Namen dela je bil tudi izražanje teh genov v laboratorijskem 
sevu pivske kvasovke in njihova osnovna karakterizacija.  
Pri raziskovalnem delu smo najprej identificirali gene za encime A. pullulans. Sledilo je 
pomnoževanje teh genov z verižno reakcijo s polimerazo in ločevanje pomnožkov z 
agarozno gelsko elektroforezo. Naslednja stopnja je bilo čiščenje pomnožkov in 
vstavljanje v plazmid pBEVY-U. Sledila je transformacija S. cerevisiae. Dobljene 
transformante smo preverili z verižno reakcijo s polimerazo in z določanjem 
nukleotidnega zaporedja vstavljenih genov. V naslednji stopnji smo preverjali funkcijo 
vstavljenih genov na gojiščih za zaznavo ustreznih encimskih aktivnosti. Nazadnje pa 
smo preverili delovanje izbranih encimov med rastjo gensko spremenjene kvasovke S. 
cerevisiae v stresnih pogojih. A. pullulans je namreč znana kot ekstremnotoleranten 
organizem, ker raste tudi pri povišani koncentraciji soli in pri različnih temperaturah. 
Zato smo delovanje zunajceličnih encimov, za katere smo zapise vnesli v S. cerevisiae, 
preverjali pri povišani slanosti in pri različnih temperaturah.  
Gene za zunajcelične encime A. pullulans smo uspeli izraziti v S. cerevisiae. 
Nenazadnje pa smo uspeli dokazati, da encimi iz A. pullulans delujejo tudi v stresnih 
pogojih ob dodatku natrijevega klorida v gojišče. 




Heterologous gene expression for Aureobasidium pullulans extracellular enzymes 
in yeast Saccharomyces cerevisiae 
Abstract: Aureobasidum pullulans is a black yeast, particularly known for its 
biotechnological role in the production of the polysaccharide pullulan and of many 
extracellular enzymes. The use of these enzymes is currently limited, but recent 
sequencing of the genome of A. pullulans represents a good opportunity for 
identification and examination of its enzymes. A. pullulans has high tolerance for stress 
conditions like low water activity, high salt concentrations and low pH.  
The yeast Saccharomyces cerevisiae is a well-established laboratory model system. 
Because S. cerevisiae is not pathogenic, we can handle with it in a microbiological 
laboratory without special precautions. Baker’s yeast is important in the food industry 
for rising the dough and in the alcohol drink industry. It is also important in energetics, 
where it is particularly used for production of bioethanol. For all these reasons S. 
cerevisiae is extensively studied and modifications, which would improve its 
biotechnologically important traits, are constantly being attempted.  
The purpose of this master thesis was to select genes for extracellular enzymes with 
potential industrial use. Furthermore, the purpose was to express these genes in the 
laboratory strain of S. cerevisiae and their basic characterization.  
In our research, we first identified genes for enzymes and amplified genes. Amplified 
genes were separated with agarose gel electrophoresis. The next step was purification of 
the amplifiers and insertion into the plasmid pBEVY-U. The transformation of S. 
cerevisiae followed. The transformants were verified by polymerase chain reaction and 
by determining the nucleotide sequence of the inserted genes. In the next step, the 
function of the inserted genes on the media was checked to detect the corresponding 
enzyme activities. Finally, we tested the activity of selected enzymes during the growth 
of genetically modified yeast under stress conditions. A. pullulans is known as an 
extremotolerant organism, it also grows at elevated salt concentrations and at different 
temperatures. Therefore, the activity of extracellular enzymes was checked at elevated 
salinity and at different temperatures. 
We were able to express the genes for the extracellular enzymes of A. pullulans in S. 
cerevisiae. Last but not least, we were able to demonstrate that extracellular enzymes 
from A. pullulans also function under stress conditions with the addition of sodium 
chloride in culture medium. 
Keywords: extracellular enzyme, gene, Aureobasidium pullulans, Saccharomyces 
cerevisae
  





1 Pregled literature 
1.1 Mikroorganizmi 
 
Mikroorganizem ali mikrob je mikroskopsko majhen delec, ki lahko obstaja v 
enocelični obliki ali v obliki kolonij [1]. Mikroorganizme glede na njihov filogenetski 
izvor delimo v več skupin, kot so bakterije, arheje, glive, mikroalge in virusi. Živijo v 
prsti, vodi, hrani, živalskih prebavilih in drugje. [2]. Mikroorganizme najdemo skoraj 
povsod na Zemlji. Znanstveniki so ugotovili, da so nekateri mikroorganizmi sposobni 
preživeti tudi v ekstremnih pogojih. Uspelo jim je tudi že izolirati specifične 
mikroorganizme, ki rastejo v ekstremnih pogojih. Takšnim organizmom v 
biotehnologiji pogosto pripisujejo poseben pomen. Mikroorganizmi, ki so sposobni 
preživeti stresne pogoje, imajo na primer pogosto sposobnost biosinteze encimov s 
posebnimi lastnostmi. Kljub temu, da so encime iz mikroorganizmov odkrili že v 20. 
stoletju, se je v zadnjih letih to področje bistveno razvilo. Znanstveniki proučujejo 
načine za izolacijo encimov, karakterizirajo lastnosti in iščejo vedno nova področja za 
uporabo teh encimov [3].  
1.2 Encimi iz mikroorganizmov in njihova uporaba 
 
Encimi so biološki katalizatorji, katerih prisotnost je nujna za ustrezen potek kemijskih 
reakcij v živih celicah, v nekaterih primerih pa tudi izven celic (izvencelični encimi) [4]. 
Encimi iz mikroorganizmov so biokatalizatorji, ki sodelujejo v vseh stopnjah 
metabolizma in pri biokemijskih reakcijah. V primerjavi s kemičnimi katalizatorji so 
encimi iz mikroorganizmov okolju prijaznejši in pogosto tudi bolj ekonomični. Da bi jih 
lahko komercialno uporabljali, raziskujejo njihove lastnosti kot so temperaturna 
toleranca, termofilnost, pH toleranca in druge. Nekateri encimi lahko delujejo tudi pri 
pogojih, ki od običajnih močno odstopajo, npr. so acidofilni, alkalofilni, psihrofilni ali 
termofilni. Termofilne ksilanaze se na primer uporabljajo v pivovarstvu. Encimi s 
specifičnimi lastnostmi, ki jih uporabljajo v biotehnologiji so proteaze, keratinaze, 
amilaze, ksilanaze, lakaze, ligninaze, celulaze, lipaze in pektinaze [3]. Proteaze 
uravnavajo usodo, lokalizacijo in aktivnost mnogih proteinov, sodelujejo pri 
interakcijah med proteini, kreirajo nove bioaktivne molekule, sodelujejo pri 
procesiranju celične informacije in generirajo, pretvarjajo in ojačajo molekulske signale 
[5]. Proteaze katalizirajo hidrolizo peptidne vezi v proteinih in peptidih in zaradi tega 
predstavljajo eno izmed najpomembnješih skupin komercialnih in industrijskih 
encimov. Uporabljajo se pri proizvodnji čistil ter v tekstilni industriji [6]. Potencialno 





področje uporabe pa je tudi prehrambena industrija. V današnjem času se kljub široki 
ponudbi hrane vedno več ljudi sooča s težavami kot so preobčutljivost na določeno 
sestavino hrane ali celo boleznimi kot je celiakija. Pri ljudeh, ki bolehajo za celiakijo, 
pride ob zaužitju hrane, ki vsebuje gluten do vnetja v tankem črevesu. Edino učinkovito 
zdravljenje oziroma ukrep za te ljudi je dieta, le-ta popolnoma izloči izdelke, ki 
vsebujejo gluten. Preobčutljivost na določeno sestavino od človeka terja popolno 
prilagoditev jedilnika in veliko odrekanja. Kljub temu, da trgovina z izdelki brez 
glutena cveti in so na voljo izdelki, ki so skorajda popolna alternativa izdelkom, ki 
vsebujejo gluten, znanstveniki še vedno iščejo nove rešitve. Ena od možnosti, ki jo 
raziskujejo, je zniževanje imunogenosti glutena. To bi bilo možno z encimsko 
razgradnjo glutena s pomočjo mikrobioloških proteaz. Pri preizkusih so uspeli 
imunogenost glutena znižati na sprejemljiv nivo, vendar pa so pri tem spremenili 
kvaliteto produkta samega. Mikrobiološke proteaze imajo sposobnost, da režejo 
peptidne vezi, ki so zraven prolinskih ostankov, ki se pogosto pojavljajo v glutenu (10-
15%). Tako razbijejo molekulo glutena na majhne peptide, ki imajo nižjo imunološko 
aktivnost. Druga možnost pa je uporaba mikrobioloških proteaz pri peki kruha in drugi 
izdelkov [7].  
Lipaze hidrolizirajo maščobe, na primer trigliceride v maščobne kisline in glicerol. 
Zaradi stabilnosti v organskih topilih so jih začeli uporabljati v organski sintezi za nova 
zdravila in bioaktivne spojine. Lipaze so dobro zastopane v naravi, vendar so le lipaze 
mikrobnega izvora komercialno pomembne. Še posebej pomembne so v prehrambeni 
industriji, pri pridelavi usnja in v proizvodnji detergentov, ker razgrajujejo maščobne 
madeže. Začeli pa so jih uporabljati tudi pri pripravi biosenzorjev [8, 9]. 
1.3 Tehnologija rekombinantne DNA 
 
Z imenom tehnologija rekombinantne DNA označujemo skupino tehnik, s pomočjo 
katerih izvajamo manipulacijo nukleinskih kislin, ki jih lahko nato uporabimo v različne 
namene. Pri rekombinaciji DNA ali molekulskem kloniranju gre za kovalentno 
vključitev fragmenta DNA, ki izhaja iz ene vrste celic v DNA drugega izvora. Na ta 
način lahko teoretično poljubno zaporedje DNA vključimo na primer v plazmid, ki ima 
možnost samopodvojevanja. Tak plazmid lahko vstavimo v ustrezni prejemniški 
organizem, v katerem se nato ohranja prek več generacij. Osnovni postopek priprave 
rekombinantne DNA zajema naslednje korake. Najprej izberemo in izoliramo molekulo 
DNA, ki bo služila kot vektor za tujo DNA, na primer plazmid. Običajno temu sledi 
razrez DNA vektorja z restrikcijsko endonukleazo. Naslednji korak je priprava in 
vstavitev tuje DNA v vektor, bodisi z encimom ligazo, ali pa z in vitro ali in vivo 
rekombinacijo. Naslednja stopnja je transformacija oziroma vnos rekombinantne DNA 
v gostiteljski organizem, ki je lahko baterijska celica, kvasovka, živalska ali rastlinska 





celica. V primeru in vivo rekombinacije v celice vnesemo obe molekuli DNA, končni 
konstrukt pa se sestavi šele v gostiteljskih celicah. V gostiteljskem organizmu pride do 
podvojevanja rekombinantne DNA. Nazadnje izberemo tiste gostiteljske celice, ki so 
sprejele rekombinantno DNA, za kar uporabljamo različne selekcijske označevalce, na 
primer odpornost proti antibiotikom, zapis za katero leži na vnesenem plazmidu [4]. 
V zadnjih nekaj letih določanje genomskih zaporedij doživlja pravo revolucijo. Razlog 
za to je v razvoju tehnologij sekvenciranja naslednje generacije. Posledično pa je zelo 
pomemben razvoj bioinformatike, ki omogoča obdelavo velikih količin podatkov, ki jih 
pridobimo s pomočjo sekvenciranja naslednje generacije. Pred razvojem tehnologije 
sekvenciranja naslednje generacije se je za sekvenciranje uporabljala metoda po 
Sangerju, katere učinkovitost je bila bistveno manjša [10]. Z določitvijo genomskih 
zaporedij dobivamo vedno več informacij o organizmih, ki nam lahko pomagajo pri 
razumevanju funkcije mnogih proteinov in njihovem izkoriščanju. S pomočjo teh 
podatkov lahko razvijamo nove postopke za uporabo v industriji, nove farmacevtske 
učinkovine ter primerjamo organizme med seboj. Tako so tudi z določitvijo genoma 
kvasovke A. pullulans dobili podatke o zapisih za več kot deset tisoč proteinov. 
Znanstveniki sedaj preučujejo vlogo posameznih proteinov, preučujejo patogenost 
kvasovke in iščejo vedno nove možnosti za uporabo te, na ekstremne razmere odporne 
kvasovke.  
1.4 Proizvodnja proteinov v heterolognih sistemih 
 
V današnjem času predstavlja proizvodnja rekombinatnih proteinov zelo obetavno 
področje. Proizvodnja velikih količin proteinov predstavlja alternativo izolaciji 
proteinov iz naravnih virov, ki so pogosto omejeni, poleg tega pa je izolacija pogosto 
draga, včasih pa celo neizvedljiva. Z razvojem molekulskega kloniranja so prišli v 
uporabo novi postopki in metode s pomočjo katerih lahko proizvajamo proteine v 
gostiteljskih sistemih. Tehnologija rekombinantne DNA obsega več področij in sicer 
genetsko, proteinsko in metabolno inženirstvo. S pomočjo tehnologije rekombinantne 
DNA lahko v gostiteljskih sistemih uspešno proizvajamo peptide in proteine iz celic, ki 
jih v naravni obliki ne proizvajajo. Prvi in najpomembnejši korak pri razvoju ter 
pridobivanju novih produktov predstavlja izbira gostiteljskega sistema. Kljub razvoju in 
mnogim raziskavam idealni gostiteljski sistem (še) ne obstaja. Že leta 1982 so s 
postopki rekombinantne DNA uspeli pripraviti prvi rekombinantni produkt: inzulin. 
Kasneje so uspeli pripraviti še celo vrsto biofarmacevtskih proteinov (interferone, 
eritropoetin, cepiva, monoklonska protitelesa). Tehnologijo rekombinantne DNA 
uspešno uporabljajo tudi v industriji. Usmerili so se predvsem v proizvodnjo 
industrijskih encimov, ki se uporabljajo v prehranski industriji, pri proizvodnji 





detergentov in proizvodnji biogoriv. Industrijski encimi, ki jih proizvajajo so 
najpogosteje proteaze, lipaze in encimi za razgradnjo ogljikovih hidratov [11]. 
Kot gostiteljske sisteme lahko uporabljamo bakterijo Escherichio coli, evkariontske 
celice višjih organizmov, npr. sesalske ali tudi hibridome, to so z zlitjem pripravljene 
nesmrtne linije celic. Zelo pogosto uporabljeni gostiteljski sistemi so kvasovke, 
uporabili so jih pri proizvodnji približno 20% biofarmacevtskih encimov [12]. 
Teoretično je možno katerikoli gen izraziti tudi v prokariontskih celicah. V praksi pa se 
pokažejo težave, ker evkariotski proteini, proizvedeni v bakterijah, nimajo vedno 
željene aktivnosti ali stabilnosti. Zaradi tega se je razvoj usmeril v evkariontske 
ekspresijske sisteme, zlasti v glivne, žuželčje in sesalske celice. Glive imajo veliko 
molekularnih, genetskih in biokemičnih lastnosti enakih kot drugi višji evkarionti. 
Zaradi tega predstavljajo odlično možnost za proizvodnjo heterolognih proteinov [13].   
Prednosti kvasovk kot gostiteljskega sistema so enocelična rast, hitra rast in relativno 
enostavna genetska manipulacija. Poleg tega pa vključujejo sekretorne poti, ki vodijo do 
pravilne proizvodnje proteina in kasnejših posttranslacijskih modifikacij. Tudi pri 
kvasovkah poznamo različne gostiteljske sisteme, med najpogosteje uporabljenimi 
najdemo vrste Pichia pastoris, Hansenula polymorpha in Saccharomyces cerevisiae 
[11]. 
1.4.1 P. pastoris 
P. pastoris je metilotrofna kvasovka, kar pomeni, da uporablja metanol kot vir ogljika 
in energije [14]. V zadnjih petnajstih letih so kvasovko P. pastoris razvili v zelo 
uspešen sistem za proizvodnjo heterolognih proteinov. Priljubljena za uporabo je zaradi 
relativno enostavnih tehnik, ki jih potrebujemo za genetsko manipulacijo in zaradi njene 
podobnosti s S. cerevisiae. Sposobna je proizvajati veliko količino tujih proteinov, tako 
znotrajcelično kot zunajcelično. Možnih je veliko posttranslacijskih modifikacij, kot so 
glikozilacija, nastanek disulfidne vezi in proteolitsko procesiranje. Velika prednost je 
dostopnost ekspresijskega sistema v komercialni obliki, kar še olajša delo [15]. V 
glavnem se jo uporablja pri proizvodnji biofarmacevstkih in industrijskih encimov [16].  
1.4.2 H. polymorpha 
H. polymorpha je vrsta metilotrofne kvasovke. V zadnjih tridesetih letih so jo 
uporabljali za proizvodnjo proteinov, med katerimi so encimi, cepiva in 
biofarmacevtska sredstva. H. polymorpha je na visoke temperature odporen 
mikroorganizem, saj raste pri temperaturah med 30 in 50°C. Nekateri sevi pa rastejo 
celo pri temperaturi višji od 50 °C.  Zaradi termotolerantnosti je primerna za 
proizvodnjo encimov, ki so biološko aktivni le pri določeni temperaturi. Kot npr. 
človeški encimi, ki so biološko aktivni pri temperaturi 37°C. Ena od prednosti uporabe 
H. polymorphe je v tem, da je sposobna glikozilacije. Zaradi tega je primerna za 





proizvodnjo evkariontskih rekombinantnih proteinov.  Nenazadnje pa je njena prednost 
v tem, da je sposobna uporabljati metanol kot vir ogljika. Poleg tega pa lahko kot vir 
ogljika uporablja tudi glicerol, glukozo, ksilozo in celobiozo [17].   
1.4.3 S. cerevisiae 
S. cerevisiae spada v kraljestvo Fungi, deblo Ascomycota, poddeblo Saccharomycotina, 
razred Saccharomycetes, red Saccharomycetales, družina Saccharomycetaceae, rod 
Saccharomyces [18].   
S. cerevisiae je prvi evkariont, čigar genom so v celoti določili. Že pred sistematičnim 
določanjem genomov, so vedeli, da geni pri kvasovkah in sesalcih zapisujejo za zelo 
podobne proteine. Z določitvijo genoma pa so lahko ocenili koliko genov kvasovk ima 
homologe pri sesalčjih genih [19]. Vsebuje haploidni set 16 dobro okarakteriziranih 
kromosomov, velikosti med 200 in 2200 kbp. Celotno zaporedje, ki so ga določili leta 
1996, je sestavljeno iz 12052 kbp. Na podlagi primerjalnih študij predvidevajo, da 
genom vsebuje med 5726 in 5773 genov, ki zapisujejo za proteine. Povprečna velikost 
kvasovkinih genov je 1,45 kbp oziroma 483 kodonov. V primerjavi z večceličnimi 
organizmi je genom kvasovke zelo kompakten, saj geni predstavljajo kar 72% celotnega 
zaporedja. 2m plazmid, ki je prisoten v nekaterih kvasovkah, predstavlja priročen 
vektor za vnos tuje DNA. Za eksperimentalne namene, kvasovke običajno gojimo pri 
temperaturi 30°C na kompleksnem gojišču YPD ali na definiranih gojiščih, kot sta SD 
in SC [20].   
1.5 S. cerevisiae kot sistem za proizvodnjo proteinov 
 
S. cerevisiae se v tehnologiji rekombinante DNA pogosto uporablja. Z njeno pomočjo 
so proizvedli že veliko količino rekombinantnih proteinov. V primerjavi z ostalimi 
sistemi združuje namreč številne prednosti. Znanega je že zelo veliko o biokemiji, 
genetiki in celični biologiji kvasovke. Zanjo je značilna hitra rast na relativno 
preprostem gojišču tako na manjših ploščah kot tudi v velikih bioreaktorjih. Uspeli so 
izolirati in okarakterizirati več močnih promotorjev, s pomočjo katerih je mogoče 
izražati tuje gene. Prednost pa je tudi naravno prisoten plazmid, imenovan plazmid 
2m, ki ga lahko uporabimo kot del endogenega kvasovkinega ekspresijskega sistema. 
Kvasovka S. cerevisiae je zmožna izvesti številne posttranslacijske modifikacije. Ena od 
prednosti je tudi ta, da kvasovka naravno izloča majhno število različnih proteinov. To 
pomeni, da lahko v primeru, da smo jo uporabili kot ekspresijski sistem za 
rekombinantni protein, produkt enostavno očistimo. Zaradi dolgoletne uporabe v 
pekovski industriji in industriji piva je pri ameriški Zvezni agenciji za hrano in zdravila 
uvščena na listo kot varen organizem. Zaradi tega pri uporabi organizma za proizvodnjo 





terapevtskih snovi za človeka ni potrebno izvajati dragih eksperimentalnih študij, kot je 
to potrebno pri gostiteljskih celicah, ki niso odobrene s strani FDA.  Pivska ali pekovska 
kvasovka S. cerevisiae je torej uveljavljen laboratorijski modelni sistem. Je namreč 
preprost evkariont, katerega genom lahko relativno enostavno spreminjamo. Za biološke 
študije je še posebej primerna zaradi hitre rasti, enocelične rasti, enostavnega vnosa 
želenih zaporedij in enostavne izolacije mutant. Ker vrsta S. cerevisiae ni patogena, 
lahko z njo brez težav rokujemo v mikrobiološkem laboratoriju ob običajnih varnostnih 
ukrepih. Kvasovka je pomembna v živilski industriji za vzhajanje testa in proizvodnjo 
alkoholnih pijač. Uporablja pa se tudi v energetiki za proizvodnjo bioetanola za gorivo, 
zaradi česar je spreminjanje njenih industrijsko pomembnih lastnosti še toliko bolj 
zaželeno [20]. Zaradi dobrega razumevanja S. cerevisiae in njene odpornosti na ostre 
industrijske pogoje, predstavlja odličen sistem za biotehnološko proizvodnjo. V 
primerjavi z bakterijo E. coli, ki je prav tako vsestransko uporaben sistem, S. cerevisiae 
ni občutljiva na okužbe s fagi, ki lahko v proizvodnji predstavljajo veliko težavo. Pivska 
kvasovka je odporna na zelo visoke koncentracije sladkorja. Prav tako preživi pri 
nižjem pH kot večina bakterij [11]. Poleg tega laboratorijski sevi kvasovke potrebujejo 
le okrog 90 minut za podvojitev števila celic na gojišču YPD [20]. Vse našteto običajno 
pretehta slabosti v primerjavi z E. coli, npr. težjo genetsko manipulacijo kvasovke in 
pogosto slabše izkoristke v proizvodnji [21].  
Za izražanje tujega proteina v kvasovki gen za protein običajno vstavimo med enega od 
uveljavljenih promotorjev kvasovke in transkripcijsko terminacijsko zaporedje. Takšno 
ekspresijsko zaporedje nato vnesemo v celice, kjer se mora stabilno ohranjati [11]. 
Transformacija je tehnika s pomočjo katere v celico vnesemo tujo DNA, rezultat je 
genetska modifikacija. Za uspešno transformacijo mora v primeru kvasovk tuja DNA 
uspešno preiti celično steno in plazemsko membrano ter priti v citosol, da lahko končno 
doseže jedro [22].  Heterologni gen lahko v kvasovko vnesemo s pomočjo 
integrativnega plazmida ali pa s pomočjo avtonomnega ali episomalnega krožnega 
plazmida. Če uporabimo integrativni plazmid se heterologni gen integrira v 
kromosomsko DNA s pomočjo homologne rekombinacije. Pri episomalnih plazmidih 
pride do replikacije zaradi avtonomnih replikacijskih zaporedij, tako da se plazmid v 
celici pomnožuje samostojno. Episomalni plazmidi temeljijo na endogenih krožnih 
plazmidih, kot je 2m plazmid S. cerevisiae [11]. Eden od ključnih faktorjev pri 
proizvodnjih heterolognih proteinov je učinkovitost transkripcije heterolognega gena. 
Za transkripcijo so na voljo številni heterologni ali homologni, konstitutivni ali 
inducibilni kvasovkini promotorji. Običajno uporabimo homologne promotorje, ki 
izhajajo iz vrste, ki jo uporabimo kot gostitelja. Za uspešno proizvodnjo heterolognega 
proteina v kvasovki potrebujemo genetske determinante, ki zagotavljajo učinkovito 
transkripcijo, translacijo in željeno lokalizacijo heterolognega proteina. Naslednji 
pomemben korak je izbira gostiteljskega seva. Ključnega pomena je hiter, učinkovit in 
ponovljiv fermentacijski proces ter hitri in cenovno ugodni nadaljnji postopki [11].    





1.6 A. pullulans  
1.6.1 Biologija in ekologija 
A. pullulans je vrsta črne kvasovke, ki sta jo leta 1994 taksonomsko okarakterizirala de 
Hoog in Yurlova [23]. Zanjo je značilna proizvodnja melanina in dobra odpornost na 
različne stresne dejavnike. Z izrazom črne kvasovke označujemo tiste melanizirane 
skupine gliv, katerih predstavniki se lahko razmnožujejo z enocelično rastjo [24]. Znane 
so tri oblike morfologije črnih kvasovk in sicer podolgovati razvejani filamenti, velike 
hlamidospore in manjše eliptične celice podobne kvasovkam. Kolonije so gladke in 
hitro rastoče. Dokaj hitro jih prekrijejo sluzasti konidiji.V začetku rasti so kolonije 
kremne, svetlo rožnate in svetlo rjave barve, kasneje pa postanejo črne zaradi 
proizvodnje melanina v hlamidosporah [25]. Kolonije se oblikujejo v verigo, ki jo 
sestavljajo enocelični in dvocelični artrokonidiji. Pod mikroskopom lahko vidimo 
hialine, gladke in tanke 2-16 m široke hife. Celice so običajno širše kot daljše in 
oblikujejo grob in kompakten micelij [26]. Optimalna rast kvasovke je pri sobni 
temperaturi, najvišja temperatura, pri kateri kvasovka še raste pa je okrog 35C.  
Po znanstveni klasifikaciji A. pullulans spada v kraljestvo gliv, deblo Ascomycota, 
razred Dothideomycetes, red Dothideales, družina Aureobasidiaceae, rod 
Aureobasidium [27]. 
A. pullulans je razvila izjemno toleranco na zelo različne ekološke razmere. Zaradi tega 
jo imenujejo tudi poliekstremnotoleranten organizem [28]. Pojavlja se namreč po celem 
svetu, najdemo jo predvsem v okolju za katerega je značilno nihanje vodne aktivnosti, 
npr. površina rastlinskih listov, kopalnice, suha, sladka in slana hrana. Zanimivo je, da 
jo najdemo tudi v ekstremnih pogojih, kot npr. koncentrirana morska voda v solinah, 
ledeniški led [23]. Ker jo najdemo na površini listov številnih rastlin, se lahko uporablja 
tudi kot indikatorski organizem okoljskega onesnaženja [29]. 
1.6.2 Genom 
Nedavna določitev genomskega zaporedja A. pullulans omogoča identifikacijo in 
preučitev encimov te glive. Zaradi razlik v morfologiji in fiziologiji znotraj vrste je do 
primerjave genomskih zaporedij veljala delitev na štiri varietete in sicer A. pullulans 
var. pullulans, A. pullulans var. melanogenum, A. pullulans var. namibiae in A. 
pullulans var. subglaciale. Po primerjavi genomov so prišli do zaključka, da so razlike 
med varietetami dovolj velike, da so jih opredelili kot štiri ločene vrste glive 
Aureobasidium in sicer A. pullulans, A. subglaciae, A. namibiae in A. melanogenum. 
Razlikujejo se v več pomembnih lastnostih, rastejo pri različnih temperaturah, razlika je 
v stopnji melanizacije in tudi toleranci visokih koncentracij NaCl. A. pullulans raste pri 
koncentraciji NaCl 17% in je najbolj halotolerantna od štirih vrst, A. melanogenum je 





najbolj termotolerantna in raste pri temperaturi 37 C. Kvasovko so našli tudi v 
ledenikih in sicer zlasti vrsti A. pullulans ter A. subglaciae, ki raste celo pri temperaturi 
4 C. A. namibiae so izolirali iz vzorca marmorja iz puščave Namib. Velikost genoma 
A. pullulans je bila 29.62 Mbp, A. subglaciae 25.80 Mbp, A. namibiae 25.43 Mbp, A. 
melanogenum 26.20 Mbp [28]. 
Kljub temu, da imajo kvasovke rodu Aureobasidium številne biotehnološke potenciale, 
je pomemben podatek, da vrsta A. melanogenum predstavlja vir okužbe pri človeku. 
Prihaja lahko do oportunističnih okužb, zlasti pri ljudeh z oslabljenim imunskim 
odzivom, kot so na primer pacienti po transplantacijah. Med možni dejavniki virulence 
so med drugim zunajcelične lipaze, fosfolipaze, proteaze in -laktamaze. Ob opisu vrst 
so na podlagi preteklih poročil o okužbah in na podlagi dejstva, da je edina vrsta, ki 
lahko raste pri telesni temperaturi človeka, A. melanogenum, ugotovili, da je 
potencialno nevarna za človeka le ta vrsta. Vrsta A. pullulans, katere genom ima zapis 
za še večje število zunajceličnih encimov, je tako za rokovanje varna [28]. 
Kot omenjeno zgoraj, so pri določanju genomskega zaporedja ugotovili, da ima A. 
pullulans zapise za številne zunajcelične encime. Največja skupina takšnih encimov so 
glikozid hidrolaze, ki delujejo na ogljikove hidrate. Katalizirajo hidrolizo glikozidnih 
vezi. Našli so zapise za polisaharid liaze, poligalaktorunaze, ramnozidaze, 
ramnogalakturonan hidrolaze in ogljikohidratne esteraze, ki so vključeni v razgradnjo 
pektina. Vse štiri varietete imajo zapise za encime, ki med drugim sodelujejo pri 
razgradnji celuloze. V sekretomu je bilo manj lipaz, kot so pričakovali. Našli pa so tudi 
genske zapise za tanaze, encime ki katalizirajo hidrolizo esterskih vezi v taninih in 
kislih estrih [28]. 
1.6.3 Biotehnološka uporaba 
A. pullulans je vrsta črne kvasovke, ki je najbolj znana po svoji biotehnološki vlogi kot 
proizvajalec biorazgradljivega ekstracelularnega polisaharida pululana (poli-α-1,6-
maltotrioza) in cele vrste zunajceličnih encimov [23]. Izraba le-teh je zaenkrat omejena, 
vendar nedavna določitev genomskega zaporedja vrste A. pullulans predstavlja izjemno 
priložnost za identifikacijo in preučitev encimov te glive [28].  
Pululan je biorazgradljiv ekstracelularni polisaharid. Je zelo obetajoč biomaterial, ki se 
ga med drugim lahko uporablja za pakiranje hrane, zdravil in kozmetike [23]. Je linearni 
-D-glukan, ki je sestavljen iz enot maltotrioze. Ta oblika daje molekuli fleksibilnost, 
topnost, sposobnost adhezije, biorazgradljivost in zmožnost oblikovanja viskozne 
raztopine ter za kisik neprepustnih in prozornih vlaken in prevlek. Sevi A. pullulans se 
uporabljajo tudi kot sredstva za biokontrolo rastlinskih patogenov v kmetijstvu. A. 
pullulans proizvaja številne antimikrobne snovi, ki imajo močne antagonistične učinke 
proti drugim vrstam. Te snovi so na primer eksofilin A, siderofor in aurobasidin A. 





Aureobasidin A ima fungicidno aktivnost proti vrstam rodu Candida, proti vrsti 
Cryptococcus neoformans in nekaterim vrstam rodu Aspergillus. A. pullulans sintetizira 
tudi siderofore. To so molekule z nizko molekulsko maso, ki kelirajo železo. Proizvaja 
jih večina mikroorganizmov pri ekstremnem pomanjkanju železovih ionov. Znano je, da 
delujejo kot protimikrobna sredstva, v drugih kvasovkah pa imajo pomembno vlogo pri 
virulenci, pri interakcijah med kvasovko in gostiteljem ter pri odpornosti proti 
oksidativnemu stresu [28]. Pomembno vlogo pa igrajo tudi v medicini, agrikulturni 
industriji in okoljski znanosti. Uporablja se jih lahko za kontrolo rasti patogenih bakterij 
v morskih ribah ter načrtovanje sanacije odlagališč smeti [30]. Kvasovka proizvaja tudi 
številne snovi z nizko molekulsko maso. To so sekundarni metaboliti, ki sodelujejo v 
številnih celičnih procesih, kot so transkripcija, razvoj in znotrajcelična komunikacija. 
Nekateri delujejo tudi kot zaviralci imunskega odziva in antibiotiki. Ti se uporabljajo 
tako pri rastlinah kot tudi v medicini. Za nekatere zunajcelične encime predvidevajo, da 
igrajo vlogo kot antagonisti proti fitopatogenim glivam. To so alkalne serinske proteaze, 
hitinaze in glukanaze [28]. 
Sevi A. pullulans imajo neobičajno velik spekter aktivnih zunajceličnih encimov. To so 
amilaze, celulaze, lipaze, proteaze, ksilanaze, -fruktofuranosidaze, maltosiltransferaze, 
manaze, lakaze. Mnoge med njimi so zanimive in zelo uporabne v biotehnologiji [28]. 
Klonirali in karakterizirali so že različne gene, ki kodirajo za proteazo, lipazo, celulazo, 
ksilanazo in siderofore [25]. Proteaze uporabljajo pri proizvodnji detergentov, 
proizvodnji usnja, obnovi srebra, v medicinske namene, pri predelavi hrane. Uporablja 
se tudi v kemijski industriji in pri predelavi odpadkov. Uporaba amilaze je pomembna v 
pekarstvu, utekočinjanju škroba, papirni industriji, industriji oblačil in pri proizvodnji 
detergentov. Še vedno proizvedejo največ amilaze s pomočjo bakterij. Slabost takšne 
proizvodnje je v dejstvu, da s pomočjo bakterij proizvajajo le -amilazo.  
Ksilanaze uporabljajo v papirni in prehrambni industriji ter fermentaciji in predelavi 
odpadkov [25]. Pri določanju genoma A. pullulans so našli gene, ki zapisujejo za 2-
monooksigenaze in katehol dioksigenaze, ki razgrajujejo aromatske spojine ter 
depolimerazo, ki razgrajuje plastiko. Zaradi tega bi lahko A. pullulans morda uporabljali 
tudi pri predelavi odpadkov, ki vsebujejo snovi kot so aromatska onesnaževala in 
plastiko, ki predstavlja vedno večji globalni problem. Poleg tega je v genomu kvasovke 
A. pullulans zapis za poli--hidroksibutirat depolimerazo, ki razgrajuje 
polihidroksialkanoate. Polihidroksialkanoati so biopolimeri, ki jih proizvajajo 
mikroorganizmi in gensko spremenjene bakterije. Ker A. pullulans vsebuje zapis za ta 
encim, bi se ga lahko uporabljalo pri bioremediaciji in biodegradaciji [28]. 
Bioremediacija je proces pri katerem s pomočjo mikroorganizmov saniramo onesnaženo 
okolje.   
Črne kvasovke lahko preživijo tudi, če so izpostavljene velikemu odmerku sevanja in 
drugim stresnim pogojem, kot je izsušitev. To lahko s pridom izkoriščajo v industriji. 





Njihov prepoznavni znak je melanin v njihovih stenah. Melanin je temni pigment, ki 
ima zaščitno vlogo. Melanin igra pomembno vlogo pri preživetju kvasovke, ko je 
izpostavljena ekstremni vročini ali mrazu, ekstremnim pH pogojem, UV sevanju in 
drugo. A. pullulans je torej mikroorganizem, ki ima veliko toleranco na stres. Toleranca 
na stres je običajno povezana s proizvodnjo majhnih organskih molekul, ki lahko 
delujejo kot zaščita pred različnimi dejavniki [31]. Če A. pullulans izpostavimo visokim 
temperaturam ali visokim koncentracijam soli ali kombinaciji obojega, začne kvasovka 
proizvajati trehalozo, manitol in glicerol. A. pullulans je halotolerantna vrsta. To 
pomeni, da se lahko prilagodi in preživi pri visokih koncentracijah soli. A. pullulans 
mora torej vzdrževati znotrajcelično homeostazo kationov. Še posebej pomembno je 
vzdrževanje visoke in stabilne koncentracije K+ ionov in izločanje Na+ ionov, ki so za 
kvasovko toksični. [28]. 
1.6.4 Encimi A. pullulans  
Z raziskovalnim delom smo želeli vnesti gene za zunajcelične encime A. pullulans v 
kvasovko S. cerevisiae. Vnesli smo gene za fosfolipazo (LP), kutinazo (LC), lipazo 
(LL), pektin liazo (CP), endoglukanazo (C16) in endoglukozidazo (C71) ter 
karboksipeptidazo (PM), serinsko proteazo (PS) in aspartil proteazo (PA). 
Proteaze proizvajajo mikroorganizmi, številne rastline in živali. Na številnih področjih 
uspešno nadomeščajo kemijske procese, ki so okolju precej neprijazni. Industrijsko 
najbolj pomembne so še vedno bakterijske proteaze, uporabljajo se, kot že omenjeno, 
pri proizvodnji detergentov, hrane, usnja, farmacevtskih učinkovin in v tekstilni 
industriji. Uporabljajo se predvsem za pralne praške, saj z njihovo pomočjo 
odstranjujejo proteinske madeže. Zunajcelične proteaze sodelujejo pri hidrolizi 
proteinov in omogočajo celici, da absorbira in uporabi produkte, ki pri hidrolizi 
nastanejo. Ker se uporaba proteaz v industriji iz dneva v dan veča in znanstveniki 
odkrivajo vedno nova področja uporabe, se trudijo najti tudi nove vire proteaz. V ta 
namen poleg bakterij izkoriščajo tudi kvasovke. V primerjavi z bakterijskimi 
proteazami, so proteaze pridobljene s pomočjo kvasovk, obstojne pri pH med 4 in 11 in 
imajo široko substratno specifičnost. Njihova slabost pa je slabša odpornost na visoke 
temperature [32]. Zaradi tega kvasovka A. pullulans predstavlja obetaven biotehnološki 
mikroorganizem, saj je tolerantna na ekstremne okoljske pogoje.  
Poznamo več vrst proteaz, ki jih lahko razdelimo v skupine glede na aktivno mesto, 
reakcije, ki jih katalizirajo, njihovo strukturo in sestavo. Glede na katalitično mesto 
cepitve na substratu jih delimo na endoproteaze in eksoproteaze. Kot že ime pove 
eksoproteaze delujejo na koncu polipeptidne verige, endoproteaze pa v notranjosti 
polipeptidne verige. Lahko jih naprej razdelimo v skupine glede na skupino, ki jo 
vsebujejo v aktivnem mestu in sicer serinske proteaze, cisteinske proteaze, 
metaloproteaze in aspartatne proteze. Glede na pH pri katerem je njihova aktivnost 





največja pa jih lahko delimo na alkalne proteaze, kisle proteaze in nevtralne proteaze 
[32].  Pri določanju genoma A. pullulans so našli zapise za serinske proteaze, aspartatne 
proteaze, metaloproteaze, glutaminske proteaze, cisteinske proteaze in treoninske 
proteaze. Največ je bilo serinskih proteaz, ki cepijo peptidno vez v proteinih, pri čemer 
serin v proteinu služi kot nukleofilna aminokislina v aktivnem mestu encima. Za alkalne 
serinske proteaze A. pullulans predvidevajo, da imajo antagonistični učinek na 
fitopatogene glive [28]. 
Lipaze so skupina encimov, ki delujejo kot biokatalizatorji pri številnih reakcijah in 
imajo zaradi tega širok spekter uporabe. Ena od reakcij je hidroliza maščob na 
maščobne kisline in glicerol. V nevodnem mediju pa lahko reakcija teče v obratni smeri. 
Lipaze so stabilne v organskih topilih. Zaradi tega se široko uporabljajo pri proizvodnji 
zdravil, kot površinsko aktivne snovi in bioaktivne sestavine. Reakciji transesterifikacije 
in interesterifikacije, ki ju katalizira lipaza, izkoriščajo pri pridelavi maščobe. V 
naravnem okolju lipaze katalizirajo hidrolizo estrske vezi na stiku netopne faze in vodne 
faze. Proizvodnja zunajceličnih lipaz s pomočjo bakterij je odvisna od virov dušika in 
ogljika, neorganskih soli, lipidov, temperature in kisika. Pomanjkljivost bakterijskih 
lipaz je substratna nespecifičnost in neodpornost na visoke temperature. Že od leta 1950 
pa znanstveniki raziskujejo možnost uporabe kvasovk kot vira zunajceličnih lipaz. 
Prednost teh pred bakterijskimi je temperaturna stabilnost, pH stabilnost, substratna 
specifičnost in aktivnost v organskih topilih [33]. Ugotovili so, da ima lipaza, ki jo 
proizvaja A. pullulans visoko hidrolitično aktivnost na olivno olje, arašidovo olje, sojino 
olje in mast. 
Pri določanju genoma A. pullulans so našli tudi zapis za kutinazo. Kutinaze imajo 
pomembno vlogo pri razgradnji rastlinskega epidermisa [28]. So hidrolitični encimi, ki 
sodelujejo pri razgradnji kutina, ki je sestavni element povrhnjice višjih rastlin. 
Sestavljen je iz maščobnih kislin in igra zaščitno vlogo. Preprečuje vstop patogenov v 
rastlino [34].  
Pektin liaze so vrsta encimov, ki razgrajujejo pektin. Zaradi tega se uporabljajo v 
prehrambni, papirni in tekstilni industriji. Endo-1,3-beta glukanaze so encimi, ki 
sodelujejo pri razgradnji -1,3-glukanov. Glukane sestavljajo monomeri glukoze, med 









2 Namen dela in hipoteze 
Namen magistrskega dela je bil izbrati gene za zunajcelične encime črne kvasovke A. 
pullulans, ki imajo potencial za uporabo v industriji. Namen dela je bil tudi izražanje 
teh genov v laboratorijskem sevu pivske kvasovke in njihova osnovna karakterizacija. 
Hipoteze: 
1. Gene za zunajcelične encime črne kvasovke A. pullulans je mogoče izraziti v 
kvasovki S. cerevisiae in s tem razširiti nabor encimskih aktivnosti 
gostiteljskega organizma. 
2. Encimi iz kvasovke A. pullulans delujejo tudi v stresnih pogojih (npr. pri 
povišani koncentraciji soli). 
Pričakovani rezultati: 
1. Pomnožitev več izbranih genov za zunajcelične encime iz cDNA, pripravljene iz 
celokupne RNA iz A. pullulans. 
2. Vsaj ena transformanta S. cerevisiae z encimsko aktivnostjo, ki je izvorni sistem 
kvasovke nima (zaradi proizvodnje heterolognega encima). 
3. Osnovna karakterizacija zgornjega encima med rastjo kvasovke v stresnih 





















3 Eksperimentalni del  
3.1 Potek dela 
 
Na sliki 3.1 je shematsko prikazan potek raziskovalnega dela. V prvi stopnji dela smo 
identificirali gene za encime z analizo obstoječih genomskih podatkov. Z verižno 
reakcijo s polimerazo smo gene pomnožili, pomnožke očistili, jih s homologno 
rekombinacijo vstavili v ustrezen plazmid s promotorjem za konstitutivno izražanje ter 
transformirali v S. cerevisiae. Dobljene transformante smo nato preverili z verižno 
reakcijo s polimerazo ter določanjem nukleotidnega zaporedja vstavljenih genov, ki so 
morali biti identični zaporedju gena v genomu A. pullulans. V drugi stopnji dela smo 
funkcijo vstavljenih genov preverili na gojiščih za zaznavo ustreznih encimskih 
aktivnosti (npr. proteazne, lipazne). Na podoben način smo nato preverili delovanje 
encima tudi med rastjo gensko spremenjene kvasovke v stresnih pogojih in sicer pri 
povišani slanosti ter pri različnih temperaturah. 
 
Slika 3.1: Shema poteka raziskovalnega dela. 
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3.2.1 Uporabljeni mikroorganizmi 
A. pullulans 
Kot vir genov za encime smo uporabili A. pullulans, sev EXF-150, katerega genomsko 
zaporedje je bilo določeno v celoti. Sevi so shranjeni v Mikrobiološki zbirki Ex 
Mycosmo MRIC UL. 
S. cervisiae 
Kot ekspresijski sistem smo uporabili referenčni sev BY4741. . Sevi so shranjeni v 
Mikrobiološki zbirki Ex Mycosmo MRIC UL. 
3.2.2 Mikrobiološka gojišča 
Gojišče YPD  
Za pripravo celic za transformacijo smo uporabili gojišče YPD. 
Sestava gojišča YPD je navedena v tabeli 1. Priprava je potekala tako, da smo najprej 
vse navedene sestavine, razen agarja, natehtala in v erlenmajerici raztopila v 
polovičnem volumnu destilirane vode. Sledilo je merjenje pH s pomočjo pH metra. V 
primeru, da pH ni bil 6,0 smo ga uravnali na to vrednost z dodajanjem bodisi NaOH 
bodisi HCl. Ko smo uravnali pH, smo dodali še preostali volumen destilirane vode. 
Čisto na koncu smo dodali agar. Sledila je sterilizacija gojišč. To smo naredili s 
pomočjo avtoklava in sicer smo avtoklavitali 15 minut pri 121C. Tako pripravljeno 
gojišče smo potem v brezprašni komori razlili v sterilne petrijevke. Ko so se gojišča 
ohladila in strdila, smo jih do uporabe hranili v hladni sobi pri 4C. 
Tabela 1: Sestava gojišča YPD. 
10 g   Kvasni ekstrakt 
20 g  Pepton 
20 g  Glukoza 
20 g   Agar 
do 1000 ml  Destilirana voda 
 pH 6,0 
 
Gojišče YNB-Ura brez vira ogljika 
Uporabili smo ga kot osnovo za nekatera druga gojišča. V tabeli 2 je navedena sestava 
gojišča. Gojišče za selekcijo transformiranih celic S. cerevisiae je bilo temu identično, 





le da smo vanj dodali tudi 2% glukoze (m/v). Pomembno je bilo uravnati pH. Drugačen 
pH namreč zmanjša število transformant. Ker je gojišče občutljivo na svetlobo, smo ga 
shranjevali v temi. 
Tabela 2: Sestava gojišča YNB-Ura (brez agarja) 
0,34 g YNB 
0,144 g CSM-Ura 
1 g (NH4)2SO4 
Raztopi v 200 ml Destilirana voda 
pH 6,0 
 
To gojišče smo uporabili tudi za testiranje lipaze in proteaze pri različnih pogojih. 
Zmešali smo vse sestavine navedene v tabeli 3, razen agarja in dodali toliko vode, da 
smo dobili 500 ml raztopine. pH smo uravnala na vrednost 6,0. Pripravljeno raztopino 
smo razdelili na štiri dele po 125 ml.  
Tabela 3: Sestavine za pripravo gojišča YNB -Ura (brez agarja). 
1,7 g  YNB 
0,77 g  CSM-Ura 
5 g (NH4)2SO4 
20 g  Glukoza 
do 500 ml Destilirana voda 
pH 6,0 
 
Gojišče 2× YNB-Ura 
2× YNB-Ura smo uporabili kot osnovo za pripravo gojišča za proteaze. V tabeli 4 je 
navedena sestava. 
Tabela 4: Sestava gojišča 2×YNB-Ura. 
 
Dodali smo 2 g glukoze in 4 g agarja. Sledilo je avtoklaviranje, ohlajanje na 55C in 
razlivanje na sterilne petrijevke v brezprašni komori. 
0,34 g YNB 
0,144 g  CSM-Ura 
1 g (NH4)2SO4 
Raztopi v 100 ml Destilirana voda 
pH 6,0 





Gojišče za fosfolipaze 
V tabeli 5 je navedena sestava gojišča. 
Tabela 5: Sestava gojišča za fosfolipaze. 
13 g SDA  
11,68 g  NaCl 
1,1 g CaCl2 
 
Do 200 ml smo dopolnili z destilirano vodo. V naslednjem koraku smo gojišče 
avtoklavirali in nato dodali jačni rumenjak. Jajčni rumenjak smo centrifugirali pri 
5000×g 30 minut. Supernatant smo odstranili in dodali ohlajenemu mediju, dobro 
premešali in razlili po ploščah. 
Gojišče za sekretorne lipaze 
V tabeli 6 je navedena sestava gojišča. 
Tabela 6:Sestava gojišča za sekretorne lipaze. 
2 ml Tributirin 
1 g  Pepton 
0,6 g  Goveji ekstrakt 
4 g  Agar 
do 200 ml Destilirana voda 
 
Ko smo sestavine zmešali, smo jih avtoklavirali in razlili na plastične sterilne 
petrijevke. 
Gojišče z dodatkom detergenta Tween 
V tabeli 7 so navedene sestavine za pripravo gojišča z dodatkom 1% Tween-20. 
Tabela 7: Sestava gojišča z dodatkom 1% Tween-20. 
2 ml 1% Tween-20 
2 g Pepton 
1 g NaCl 
0,02 g CaCl2 
4 g  Agar 
do 200 ml Destilirana voda 
 
Posebej smo pripravili naslednje raztopine. Pripravili smo 2 raztopini mleka v prahu, 
opisani v tabeli 8. 





Tabela 8: Raztopina mleka v prahu. 
12,5 g Mleko v prahu 
125 g Destilirana voda 
 
Prav tako smo pripravili 2 raztopini glutena, opisani v tabeli 9. 
Tabela 9: Raztopina glutena. 
12,5 g Gluten 





Iz pripravljenih sestavin smo nato pripravili 4 različna gojišča, kot prikazuje tabela 10. 
 
Tabela 10: Štiri različna gojišča YNB – Ura. Sestava 4 različnih gojišč, ki smo jih 
uporabili za testiranje proteazne in lipazne aktivnosti pod različnimi pogoji. 
YNB -Ura z 
dodatkom mleka 
v prahu 
YNB -Ura z 
dodatkom mleka v 
prahu in 5% NaCl 
YNB -Ura z 
dodatkom glutena 
YNB -Ura z 
dodatkom glutena 
in 5% NaCl 
125 ml 2×YNB -
Ura 
125 ml 2×YNB -Ura 125 ml 2×YNB -
Ura 
125 ml 2×YNB -
Ura 
125 ml raztopina 
mleka v prahu 
125 ml raztopina 
mleka v prahu 
125 ml raztopina 
glutena 
125 ml raztopina 
glutena 
5 g agar 5 g agar 5 g agar 5 g agar 
0% NaCl 12,5 g 5% NaCl 0% NaCl 12,5 g 5% NaCl 
 
Gojišča smo avtoklavirali in razlili v plastične sterilne petrijevke v brezprašni komori.  
 
Gojišče z dodatkom detergenta Tween 
Gojišče smo uporabili za testiranje lipaze pri različnih pogojih. Sestavine (razen agarja) 
so navedene v tabeli 11. 
 





Tabela 11: Sestavine za pripravo gojišča YNB-Ura z dodatkom detergenta Tween 
(razen agarja). 
0,85 g  YNB 
0,375 g CSM-Ura 
2,5 g (NH4)2SO4 
5 ml Tween 
do 500 ml Destilirana voda 
pH 6,0 
 
Tako pripravljeno raztopino smo razdelili na dva dela po 250 ml. Pripravili smo dve 
različni gojišči, navedeni v tabeli 12.  
 
Tabela 12: Gojišče z dodatkom Tween brez in z 5% NaCl. 
Gojišče z dodatkom detergenta Tween Gojišče z dodatkom detergenta Tween  
in z dodatkom 5% NaCl 
250 ml raztopine, pripravljene po zgoraj 
opisanem postopku. 
250 ml raztopine, pripravljene po zgoraj 
opisanem postopku. 
5 g agar 5 g agar 
0% NaCl 12,5 g 5% NaCl 
 




Pripravili smo 1,0 M litijev acetat, tako da smo zmešali 5,1 g Li-acetat dihidrata in 50 
ml destilirane vode (tabela 13). 
Tabela 13: 1,0 M raztopina litijevega acetata. 
5,1 g  Li-acetat dihidrat 
do 50 ml Destilirana voda 
 
Raztopino smo avtoklavirali in hranili na sobni temperaturi. 
 
 





PEG MW 3350 (50% w/v) 
Pripravili smo PEG MW 3350 (50% w/v) kot kaže tabela 14. Pripravljeno raztopino 
smo avtoklavirali in dobro zaprli, ker ne sme izhlapevati. Hranili smo jo na sobni 
temperaturi. 
Tabela 14: Raztopina PEG. 
10 g  PEG 3350 
11,527 g   milliQ voda 
TE pufer 
TE pufer smo pripravili kot prikazuje tabela 15. pH smo uravnali na 8,0 in avtoklavirali. 
 
Tabela 15: TE pufer. 
10 mM Tris-HCl 
1 mM Na2EDTA 
 
3.2.4 Enoverižna nosilna DNA (2 mg/ml) 
Za enoverižno nosilno DNA smo najprej pripravili 100 ml TE pufra. In sicer tako, da 
smo zmešali 10 mM Tris-HCl in 1 mM Na2EDTA. pH smo uravnali na 8,0 in 
avtoklavirali. Nato smo dodali 200 mg DNA lososove sperme. Pripravljeno mešanico 
smo pustili mešati z magnetnim mešalom preko noči pri 4ºC. Tako pripravljeno 
mešanico smo razdelili na alikvote in hranili v v zamrzovalniku pri -20ºC. Pred uporabo 
smo denaturirali 5 minut v vreli vodi in zatem nemudomi postavila na led. Denaturacijo 
lahko ponovimo 3- do 4-krat brez izgube aktivnosti. 
3.2.5 Plazmid pBEVY-U 
Kot vektor smo uporabili ekspresijski plazmid pBEVY-U, katerega plazmidna karta je 
prikazana na sliki 3.2. pBEVY-U se lahko avtonomno pomnožuje v kvasovkah in 
bakterijah. Na plazmidni karti je vidno, da vsebuje dve mesti začetka replikacije in sicer 
ori 2m, ki izhaja iz naravnega plazmida kvasovke in ori ColE1, ki izhaja iz 
bakterijskega plazmida. Poleg tega vsebuje še dva zapisa za selekcijski marker. Prvi je 
selekcijski marker za bakterije in sicer zapis za odpornost proti ampicilinu, AmpR, 
drugi pa selekcijski marker za kvasovke in sicer zapis za komplementacijo okvarjene 
sinteze uracila, URA3. Na plazmidni karti lahko vidimo, da plazmid pBEVY-U vsebuje 
še promotor alkohol dehidrogeneze, ADH1 in promotor gliceraldehid-3-fosfat 
dehidrogenaze, GAPDH. Oba sta močna konstitutivna promotorja. 






Slika 3.2: Plazmidna karta pBEVY-U. (doc. dr. Cene Gostinčar, Biotehniška fakulteta, 
Oddelek za biologijo, Katedra za molekularno genetiko in biologijo mikroorganizmov, 
neobjavljeno). 
3.2.6 Začetni oligonukleotidi 
V tabeli 16 so našteti začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za pomnoževanje 
posameznih odsekov. Oznaka f predstavlja smerni začetni oligonukleotid (ang. 
forward), oznaka r pa protismerni začetni oligonukleotid (ang. reverse). 
























3.2.7 Komercialni kompleti 
Za izolacijo DNA smo uporabili komercialno dostopen komplet GeneJET Gel 
Extraction Kit, proizvajalca Fermentas. 
 
3.2.8 Kemikalije in reagenti 
V  tabeli 17 so naštete kemikalije in reagenti, ki smo jih uporabljali pri raziskovalnem 
delu. 
 
Tabela 17: Seznam uporabljenih kemikalij in reagentov ter njihovi proizvajalci. 
 
3.2.9 Laboratorijski pribor in laboratorijske naprave 
V tabeli 18 na naslednji strani je naštet laboratorijski pribor in laboratorijske naprave, ki 




Kemikalija/reagent Proizvajalec in poreklo 
Agar Sigma-Aldrich, Nemčija 
Glukoza Kemika, Hrvaška 
NaCl Carlo Erba, Italija 
Pepton Merck, Nemčija 
Phusion polimeraza New England Biolabs, ZDA 
FastDigest BamHI Thermo Fisher Scientific, ZDA 
FastDigest AlkalinePhosphatase Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Lestvica GeneRuler Plus 1kb Fermentas, ZDA 
Lestvica GeneRuler Plus 100 kb Fermentas, ZDA 
YNB QBioGene, ZDA 
(NH4)2SO4 Merck, Nemčija 
NaOH Zorka Šabac, Srbija 
CSM-Ura Formedium, ZK 
CaCl2 Merck, Nemčija 





Tabela 18: Laboratorijski pribor in laboratorijske naprave. 
3.3 Metode 
3.3.1 Priprava genov za transformacijo 
Izbor genov 
Gene za zunajcelične encime smo izbrali med močno izraženimi geni kvasovke A. 
pullulans (doc. dr. Cene Gostinčar, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo, Katedra 
za molekularno genetiko in biologijo mikroorganizmov, neobjavljeni podatki o 
izražanju). Zaporedja genov smo poiskali v genomskem zaporedju kvasovke (dostopna 
koda v podatkovni zbirki GenBank AYEO00000000.1). 
Vgnezdena verižna reakcija s polimerazo 
Verižna reakcija s polimerazo je metoda s katero lahko pripravimo več kopij točno 
določenega fragmenta DNA, če poznamo vsaj del zaporedja fragmenta DNA. Za 
izvedbo verižne reakcije s polimerazo potrebujemo dva sintetična začetna 
oligonukleotida, dolžine približno 20 nukleotidov, ki sta komplementarna sosednjima 
zaporedjema, termostabilno polimerazo in deoksiribonukleozidtrifosfate (dATP, dGTP, 
dCTP in dTTP).  Verižna reakcija s polimerazo poteka v ciklih, ki obsegajo tri stopnje. 
Laboratorijski pribor/ laboratorijska 
naprava 
Proizvajalec in poreklo 
Apa tura za elektroforezo Sigma-Aldrich, Nemčija 
Aparatura za PCR Eppendorf, Nemčija 
Brezprašna komora IBK 1V2 Iskra, Slovenija 
Bunsenov gorilnik TLOS, Hrvaška 
Centrifuga Eppendorf, Nemčija 
Digestorij Variolab Molibien W90 Waldner, Nemčija 
Ekonom lonec Clatronic, Nemčija 
Elektorforezna banjica BioRad, ZDA 
Fotoaparat Nikon, Japonska 
Hladna soba Smeva, Nizozemska 
Inkubator Sutjeska, BIH 
Mikrovalovna pečica Gorenje, Slovenija 
pH meter Metrom 713 Tehtnica, Slovenija 
Polavtomatske pipete Eppendorf, Nemčija 
Tehtnica ET-1111 Tehtnica, Slovenija 
Topla soba Smeva, Nizozemska 
Vibracijski mešalnik Tehtnica, Slovenija 
Zamrzovalna omara Heto ultra freeze, Češka 





Prva stopnja je denaturacija, pri kateri pride do ločitve verig matrične DNA. Pride 
namreč do razpada vodikovih vezi v dvojni vijačnici DNA. Poteka približno 30 sekund 
pri temperaturi 90-96°C. Naslednja stopnja je ohladitev na 37-55°C. To omogoča 
prileganje začetnih oligonukleotidov in matrično DNA. Pride do hibridizacije med 
ustreznimi komplementarnimi regijami. Za uspešno hibridizacijo in za preprečitev 
prileganja matričnih verig, je potreben prebitek začetnih oligonukleotidov. Zadnja 
stopnja je sinteza željene DNA. Sintezo katalizira termostabilna DNA-polimeraza. V 
zadnji stopnji temperaturo dvignemo na 72°C, kar pospeši sintezo. En cikel verižne 
reakcije s polimerazo torej zajema tri stopnje, denaturacijo, hibridizacijo in sintezo. 
Cikel lahko večkrat ponovimo in sicer s spreminjanjem temperature. V praksi to izgleda 
tako, da vsaka na novo nastala veriga DNA služi kot matrica. Koncentracija željene 
DNA torej narašča eksponentno [4]. 
Izvedli smo dve zaporedni reakciji PCR. V prvi reakciji PCR smo pomnožili gene, ki 
smo jih želeli vstaviti v plazmid s transformacijo. V tabeli 19 je napisana reakcijska 
mešanica za prvo verižno reakcijo s polimerazo. Program prve verižne reakcije s 
polimerazo: 
1. Začetna denaturacija: 98C, 1 minuta 
2. Denaturacija: 98C, 10 sekund 
3. Vezava oligonukleotidnih začetnikov: 67C, 30 sekund    10 CIKLOV 
4. Podaljševanje: 72C, 60 sekund 
5. Denaturacija: 98C, 10 sekund 
6. Vezava oligonukleotidnih začetnikov: 56 C, 30 sekund  20 CIKLOV 
7. Podaljševanje: 72C, 60 sekund 
8. Končno podaljševanje: 72C, 300 sekund. 
 
Tabela 19: Reakcijska mešanica za prvi PCR. 
REAGENT DELEŽ  VOLUMEN 
Voda 0,35 38,5 l 
Reakcijski pufer 0,20 22 l 
dNTP mix 0,02 2,2 l 
MgCl2 0,06 6,6 l 
Začetni oligonukleotid 1 0,075 8,25 l 
Začetni oligonukleotid 2 0,075 8,25 l 
Polimeraza Phusion High-Fidelity 0,01 1,1 l 
Betain 0,20 22 l 
DNA 0,01 1,1 l 
 =1 = 110 l 
Velikost alikvota je bila 8,5 l. 
 
V drugi reakciji PCR smo uporabili oligonukleotidna začetnika bevyUflankF in 
bevyUflankR za podaljševanje regije homologne z robnimi zaporedji plazmida. 
Reakcijska mešanica je navedena v tabeli 20. Program druge reakcije PCR: 





1. Začetna denaturacija: 98C, 1 minuta 
2. Denaturacija: 98C, 10 sekund 
3. Vezava oligonukleotidnih začetnikov: 65C, 30 sekund    10 CIKLOV 
4. Podaljševanje: 72C, 60 sekund 
5. Denaturacija: 98C, 10 sekund 
6. Vezava oligonukleotidnih začetnikov: 56C, 30 sekund  20 CIKLOV 
7. Podaljševanje: 72C, 60 sekund 
8. Končno podaljševanje: 72C, 300 sekund. 
 
Tabela 20: Reakcijska mešanica za drugi PCR. 
REAGENT DELEŽ VOLUMEN 
Voda 0,326 98 l 
Reakcijski pufer 0,20 60 l 
dNTP mix 0,02 6 l 
MgCl2 0,06 18 l 
Začetni oligonukleotid 1 0,075 22,5 l 
Začetni oligonukleotid 2 0,075 22,5 l 
Polimeraza Phusion High-
Fidelity 
0,01 3 l 
Betain 0,20 60 l 
 
DNA 0,33 10 l 
 =1 =300 l 
Velikost alikvota je bila 29 l. 
Vgnezdena verižna reakcija s polimerazo – drugi poskus 
Zaradi slabih rezultatov smo ponovili vgnezdeni PCR. Uporabili smo novo (predhodno 
izolirano) cDNA. Uporabili smo tudi nižje temperature. V tabeli 21 je navedena 
reakcijska mešanica za prvi PCR. Program PCR: 
1. Začetna denaturacija: 98C, 1 minuta 
2. Denaturacija: 98C, 10 sekund 
3. Vezava oligonukleotidnih začetnikov: 65C, 30 sekund    10 CIKLOV 
4. Podaljševanje: 72C, 60 sekund 
5. Denaturacija: 98C, 10 sekund 
6. Vezava oligonukleotidnih začetnikov: 54C, 30 sekund  20 CIKLOV 
7. Podaljševanje: 72C, 60 sekund 
8. Končno podaljševanje: 72C, 300 sekund. 
 
 





Tabela 21: Reakcijska mešanica za prvi PCR (drugi poskus). 
REAGENT DELEŽ VOLUMEN 
Voda 0,35 38,5 l 
Reakcijski pufer 0,20 22 l 
dNTP mix 0,02 2,2 l 
MgCl2 0,06 6,6 l 
Začetni oligonukleotid 1 0,075 8,25 l 
Začetni oligonukleotid 2 0,075 8,25 l 
Polimeraza Phusion High-
Fidelity 
0,01 1,1 l 
Betain 0,20 22 l 
DNA 0,01 1,1 l 
 =1 = 110 l 
Velikost alikvota je bila 8,5 l. 
 
Reakcijska mešanica za drugi PCR je navedena v tabeli 22. Za podaljševanje flanking 
regije s plazmidom smo uporabili začetna oligonukleotida bevyUflankF in 
bevyUflankR. BevyUflankf je smerni začetni oligonukleotid (ang. forward), 
bevyUflankR pa protismerni začetni oligonukleotid (ang. reverse). 
Program, ki smo ga uporabili: 
1. Začetna denaturacija: 98C, 1 minuta 
2. Denaturacija: 98C, 10 sekund 
3. Vezava oligonukleotidnih začetnikov: 65C, 30 sekund    10 CIKLOV 
4. Podaljševanje: 72C, 60 sekund 
5. Denaturacija: 98C, 10 sekund 
6. Vezava oligonukleotidnih začetnikov: 54C, 30 sekund  20 CIKLOV 
7. Podaljševanje: 72C, 60 sekund 
8. Končno podaljševanje: 72C, 300 sekund. 
 
Tabela 22: Reakcijska mešanica za drugi PCR (drugi poskus). 
REAGENT DELEŽ VOLUMEN 
Voda 0,317 95 l 
Reakcijski pufer 0,20 60 l 
dNTP mix 0,03 9 l 
MgCl2 0,06 18 l 
Začetni oligonukleotid 1 0,075 22,5 l 
Začetni oligonukleotid 2 0,075 22,5 l 
Polimeraza Phusion High-
Fidelity 
0,01 3 l 
Betain 0,20 60 l 
DNA 0.033 10 l 
 =1 = 110 l 





Velikost alikvota je bila 29 l. 
3.3.2 Priprava plazmida za transformacijo 
Pomnoževanje plazmida pBEVY-U v dveh delih z verižno reakcijo s polimerazo 
Plazmid, ki smo ga uporabili, je bil pBEVY-U. Za transformacijo smo ga pripravili 
tako, da smo ga pomnoževali v dveh delih z verižno reakcijo s polimerazo. Pomnoževali 
smo ga torej v dveh delih, ki se prekrivata. Pri tem smo uporabili naslednje 
oligonukleotidne začetnike: bevyUf1 in bevyUr1 ter bevyUf2 in bevyUr2.V tabeli 23 je 
napisana reakcijska mešanica. Najprej smo zmešali vse naštete sestavine, razen 
oligonukleotidnih začetnikov in matrične DNA. Pripravljeno mešanico smo razdelili in 
šele nato dodali matrično DNA in ustrezne začetne oligonukleotide. Program verižne 
reakcije s polimerazo, ki smo ga uporabili: 
1. Začetna denaturacija: 98C, 1 minuta 
2. Denaturacija: 98C, 10 sekund 
3. Vezava oligonukleotidnih začetnikov: 65C, 30 sekund    10 CIKLOV 
4. Podaljševanje: 72C, 90 sekund 
5. Denaturacija: 98C, 10 sekund 
6. Vezava oligonukleotidnih začetnikov: 54C, 30 sekund  20 CIKLOV 
7. Podaljševanje: 72C, 90 sekund 
8. Končno podaljševanje: 72C, 300 sekund. 
 
Tabela 23: Reakcijska mešanica za pomnoževanje plazmida v dveh delih z verižno 
reakcijo s polimerazo. 
REAGENT DELEŽ VOLUMEN 
Voda 0,359 39,49 l 
Reakcijski pufer 0,20 22 l 
dNTP mix 0,02 2,2 l 
MgCl2 0,06 6,6 l 
Začetni oligonukleotid 1 0,075 8,25 l 
Začetni oligonukleotid 2 0,075 8,25 l 
Polimeraza Phusion High-Fidelity 0,01 1,1 l 
Betain 0,20 22 l 
DNA 0,001 0,11 l 
 =1 = 110 l 
 
 






Agarozna gelska elektroforeza je separacijska metoda, ki se uporablja za ločevanje 
nukleinskih kislin glede na velikost [4]. Večja kot je molekula, počasneje potuje. Na 
potovanje pa vpliva tudi oblika molekule, krožna molekula potuje dalj časa kot linearna. 
Na gel lahko nanesemo tudi standardno lestvico velikosti. Ob koncu lahko gel 
obarvamo, npr. z flurescentnimi barvili. Po končani reakciji PCR smo naredili agarozno 
gelsko elektroforezo. S tem smo ločili produkte po velikosti. Čiščenje produktov iz gela 
smo opravili s komercialno dostopnim kompletom (GeneJET Gel Extraction Kit, 
Fermentas) po navodilih proizvajalca. Z AGE smo preverjali, če so željeni fragmenti 
prisotni in če so prave velikosti. Uporabili smo 1% agarozni gel. Za pripravo tega smo 
potrebovali 1x TAE pufer. Mešanico TAE pufra in agaroznega gela smo segreli v 
mikrovalovni pečici. Še toplega smo prelili v pripravljen model. Pred tem smo mu 
dodali barvilo. Uporabili smo barvilo Sybr Safe (1 L/10 mL gela). Pred nanašanjem 
naših vzorcev smo na gel v prvo luknjico nanesli lestvico velikosti Fermentas 
GeneRuler Plus in  zraven negativno kontrolo. Za negativno kontrolo smo namesto 
DNA uporabili bidestilirano vodo. Pred nanašanjem negativne kontrole in vzorcev smo 
dodali nanašalni pufer. Elektroforeza je tekla 35 minut pri napetosti 100 V. Tako 
dobljene gele smo pregledovali pod UV svetlobo.  
Tako pripravljene fragmente plazmida smo očistili iz gela. Za čiščenje fragmentov iz 
gela smo uporabili komercialno pripravljen komplet GeneJET Gel Extraction Kit.  
Preostanke celega plazmida smo v istem koraku razrezali z FastDigest BamHI in 
defosforilirali, da bi se izognili lažno pozitivnim transformantam, ki bi vsebovale prazen 
plazmid brez želenega vključka. Uporabili smo 50 l očiščenega fragmenta, 5 l 
FastDigest pufra, 2 l FastDigest BamHI in 2 l FastDigest alkalne fosfataze. Reakcija 
je tekla 10 minut pri 37C in 15 minut pri 65C.  
 
3.3.3 Transformacija S. cerevisiae 
Za transformacijo S. cerevisiae smo potrebovali sterilno vodo, YPD plošče, SC-YNB, 




Za 1 x 10
8
 celic (1 transformacija) smo na ledu zmešali sestavine, ki so navedene v 
tabeli 24. 
 





Tabela 24: Transformacijska mešanica. 
PEG 3350 (50%) 240 l 
LiAC 1,0 M 36 l 
SS-DNA (2mg/mL) 50 l 
Plazmidna DNA + voda 34 l 
 
Enoverižno DNA smo pred pipetiranjem denaturirali in premešali na vibracijskem 
mešalniku. Skupni volumen brez celic je bil 360 l. Mešanico smo do uporabe hranili 
na ledu.  
Potek transformacije 
Prvi dan smo nacepili S. cerevisiae na ploščo YPD in inkubirali preko noči pri 30ºC.  
Drugi dan smo denaturirali vzorec nosilne DNA v vreli vodni kopeli. Po petih minutah 
smo vzorec takoj ohladili na ledu.  
Zmešali smo transformacijsko mešanico za 1 transformacijo in jo pustili na ledu. Z 
plošče YPD smo postrgali 50 l celic in jih suspendirali v 1 ml sterilne vode. To skupaj 
predstavlja približno 5x108 celic. Kulturo smo 30 sekund centrifugirali pri najvišji 
hitrosti. Supernatant smo zavrgli. Dodali smo 360 l transformacijske mešanice. Pelet 
smo resuspendirali s kratkim mešanjem na vibracijskem mešalniku. Sledila je 
inkubacija v vodni kopeli pri 42ºC. Priporočena inkubacija je med 20 in 180 minut. Dalj 
časa kot inkubiramno, bolje je. Za zagotavljanje enakomerne temperaturje je bilo 
potrebno vsakih 5 minut premešati z inverzijo. Kulturo smo po inkubaciji 30 sekund 
centrifugirali pri najvišji hitrosti. Supernatant smo zavrgli. Celice smo resuspendirali v 1 
ml sterilne vode. Najprej smo premešali s pipeto, nato pa smo še temeljito premešali na 
vibracijskem mešalniku. Tako pripravljene celice smo nacepili na plošče po 10 l in 
100 l. Plošče smo inkubirali pri 30ºC. 
In vivo homologna rekombinacija v S. cerevisiae  
Vektor, ki smo ga uporabili, je plazmid pBEVY-U namnožen s PCR v dveh delih, ki se 
med seboj delno prekrivata. Vektor pBEVY-U je prikazan na sliki 3.2. 
Kodirajoča zaporedja genov iz A. pullulans smo namnožili z začetnimi oligonukleotidi z 
robnimi zaporedji enakimi robnim zaporedjem plazmidov, na katerih je po 
transformaciji potekla homologna rekombinacija v celoten plazmid, tako da je bilo 
vstavljeno zaporedje umeščeno takoj za promotorjem GAPDH. Očistili smo jih iz gela, 
ker pomnoževanje ni bilo povsem specifično. Uporabili smo razmerje molarnih 
koncntracij 1:3 med vektorjem in insertom.  





Tabela 25: Koncentracije in uporabljene količine pomnoženih kodirajočih regij iz A. 
pullulans ter plazmidnih fragmentov. 
 Koncentracije (ng/L) Uporabljena količina (L) 
Plazmid   
pBEVYu fragment 1    15 1 
pBEVYu fragment 2    15 1 
   
Sekretorni   
PA                                12,5 3 
PS                               15 3 
PM se ni pomnožil  
LP 8 3 
LC 7 3 
LL 20 3 
C16 8 4 
CP 20 3 
C71 6 5 
 
Preverjanje uspešnosti transformacije 
Pomnoževanje vključkov, vstavljenih v genov A. pullulans smo izvedli tako, da smo 
najprej iz transformant izolirali DNA z raztopino PrepMan. Nato smo naredili reakcijo 
PCR. Uporabili smo reakcijsko mešanico, napisano v tabeli 26. Skupni volumen je bil 
10 l.  
Tabela 26: Reakcijska mešanica za PCR za prevejanje uspešnosti transformacije. 
REAGENT DELEŽ VOLUMEN 
Voda 0,42 4,2 l 
Reakcijski pufer 0,10 1,0 l 
dNTP mix 0,02 0,2 l 
MgCl2 0 0 
Začetni oligonukleotid 1 0,075 0,75 l 
Začetni oligonukleotid 2 0,075 0,75 l 
DreamTaq 0,01 0,1 l 
Betain 0,20 2,0 l 
DNA 0,1 1 l 
 =1 =10 l 
 
 






1. Začetna denaturacija: 95C, 1 minuta 
2. Denaturacija: 95C, 10 sekund 
3. Vezava oligonukleotidnih začetnikov: 67C, 30 sekund    10 CIKLOV 
4. Podaljševanje: 72C, 120 sekund 
5. Denaturacija: 95C, 10 sekund 
6. Vezava oligonukleotidnih začetnikov: 56C, 30 sekund  20 CIKLOV 
7. Podaljševanje: 72C, 120 sekund 
8. Končno podaljševanje: 72C, 60 sekund. 
 
Kolonije smo precepili na sveže gojišče YNB -Ura. Nato smo postrgali največ kot je 
bilo mogoče kolonij in jih shranili v mešanici glicerola in tekočega gojišča v razmerju 
1:1. Hranili smo jih v zamrzovalniku pri -80C. 
3.3.4 Preizkus na encimskih gojiščih 
Z gojišča YNB-Ura, smo postrgali za eno zanko ustrezne transformante in jo 
resuspendirali v 1 ml sterilne bidestilirane vode. S pipeto smo nato nacepili po 2 l 
vsake mešanice na gojišče. Poleg tega smo na vsako gojišče nacepili še kontrolo. Kot 
kontrolo smo uporabili referenčni sev kvasovke S. cerevisiae. Gojišča smo inkubirali pri 
30C. Že po treh dneh so bili vidni pozitivni rezultati za proteaze na gojišču, ki je 
vsebovalo mleko v prahu. Ker so transformante z vstavljenima genoma za proteazo in 
lipazo pokazale najboljše rezultate, smo proteazno in lipazno aktivnost v nadaljnjih 
poskusih še podrobneje preučili.  
3.3.5 Testiranje lipaze in proteaze pri različnih pogojih 
Lipazno in proteazno aktivnost transformant z zapisi za PA, PS in LL smo testirali pri 
različnih pogojih – na gojišču YNB-Ura z ustreznim proteinskim ali lipidnim virom 
ogljika, dodatku 5% NaCl in z inkubacijo pri različnih temperaturah (15C, 24C in 
37C). Pripravili smo gojišča YNB-Ura z dodatkom mleka v prahu in YNB-Ura z 
dodatkom glutena. Polovica gojišč je vsebovala še 5% NaCl. Na tako pripravljena 
gojišča smo nacepili transformante z zapisi za proteazi PA in PS in oprazovali 
proteolitično aktivnost encimov. Podobno smo pripravili gojišče za testiranje 
transformante z zapisom za lipazo LL, ki smo mu dodali še detergent Tween. Prav tako 
je polovica pripravljenih gojišč vsebovala 5% NaCl. Na gojišča smo nacepili 
transformanto z zapisom za LL. Gojišča smo inkubirali pri treh različnih temperaturah 
in sicer 15C, 24C in 37C. Gojišča smo fotografirali po enem tednu in po dveh tednih 
inkubacije. 
 




















4 Rezulati in razprava 
4.1 Pomnoževanje genov za izvencelične encime iz A. pullulans za 
kloniranje v pBEVY-U v S. cerevisiae s homologno rekombinacijo 
 
Z raziskovalnim delom smo želeli dokazati, da lahko gene za zunajcelične encime črne 
kvasovke A. pullulans izrazimo v pivski kvasovki S. cerevisiae in s tem razširimo nabor 
njenih encimskih aktivnosti. Prva stopnja raziskovalnega dela je bila identifikacija 
genov za zunajcelične encime A. pullulans. Po identifikaciji smo z metodo PCR 
pomnožili izbrane gene za zunajcelične encime A. pullulans. Dobljene produkte smo 
ločili z agarozno gelsko elektroforezo. Na sliki 4.1 so prikazani produkti po AGE po 
prvem poskusu PCR. Pričakovane dolžine pomnoženih genov so bile: PA 1182 bp, PS 
1911 bp, PM 1686 bp, LP 1149 bp, LC 684 bp, LL 1392 bp, C16 2151 bp, CP 1137 bp, 
C71 1431 bp. Kot lahko vidimo na sliki 4.1 smo produkte pričakovanih dolžin dobili le 
pri genih PA, PS, LC in LL.  
 
Slika 4.1: Produkti po agarozni gelski elektroforezi po prvem poskusu PCR. Oznake 
genov so: PA, PS, PM, LP, LC, LL, C16, CP in C71. 





Ker je bila količina pomnožkov po prvem poskusu pomnoževanja relativno majhna, 
vidnih pa je bilo tudi nekaj nespecifičnih produktov, smo pomnoževanje ponovili in 
rezultat bistveno izboljšali kot lahko vidimo na sliki 4.2. Pričakovane dolžine 
pomnoženih genov so bile: PA 1182 bp, PS 1911 bp, PM 1686 bp, LP 1149 bp, LC 684 
bp, LL 1392 bp, C16 2151 bp, CP 1137 bp, C71 1431 bp. Kot lahko vidimo smo 
produkte pričakovanih dolžin dobili pri vseh genih, razen pri PM. Pri genu LC pa lahko 
vidimo nekoliko zmazano liso.  
  
Slika 4.2: Produkti po agarozni gelski elektroforezi po drugem poskusu PCR. Oznake 
genov so: PA, PS, PM, LP, LC, LL, C16, CP in C71. 
V naslednjem koraku smo pomnožke očistili iz gela. Uporabili smo komercialni kit 
Fermentes za izolacijo DNA. Izolirane pomnožke smo z in vivo homologno 
rekombinacijo vstavili v plazmid pBEVY-U, ki se uporablja za transformacijo kvasovk 
in bakterij. Plazmid pBEVY-U ima promotor za konstitutivno izražanje. Ustreznost 
dobljenih transformant smo preverili s PCR in določanjem nukleotidnega zaporedja 
vstavljenih genov, s čimer smo potrdili uspešnost kloniranja in transformacije. Po 
uspešnem kloniranju smo preverili funkcijo genov črne kvasovke A. pullulans, ki smo 
jih vstavili v kvasovko S. cerevisiae. To smo naredili tako, da smo pripravili različna 





gojišča za zaznavo ustreznih encimskih aktivnosti in na njih nacepili gensko 
spremenjene kvasovke S. cerevisiae. 
4.2 Rezultati preizkusa na encimskih gojiščih 
 
Encimske aktivnosti smo zaznali pri transformantah z genih za proteaze (PA, PS) in 
genih za LP, LC, LL. Pri drugih genih zaznavne encimske aktivnosti ni bilo.  
4.2.1 Testiranje PA in PS  
Mikrobiološke proteaze so skupina zelo pomembnih encimov, ki so zelo široko 
uporabni v industriji. Zaradi tega so izjemnega pomena komercialni encimi in novi 
načini pridobivanja. Z našim raziskovalnim delom smo preverjali, če je mogoče razširiti 
nabor zunajceličnih encimskih aktivnosti S. cerevisiae. Zato smo izbrane gene A. 
pullulans s homologno rekombinacijo vstavili v plazmid ter transformirali v S. 
cerevisiae. Transformante z geni za proteazi PA in PS smo nacepili na gojišče YNB-Ura 
z dodatkom mleka v prahu (slika 4.3). Zgoraj v sredini smo nacepili kontrolo, spodaj 
levo transformanto z zapisom za PA in desno transformanto z zapisom za proteazo PS. 
Kot kontrolo smo uporabili referenčni sev S. cerevisiae BY4741. Gojišča smo inkubirali 
pri 30°C. Slike spodaj prikazujejo rezultate po treh in po osmih dneh inkubacije.  
 
Slika 4.3: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom 1% mleka v prahu po 
inkubaciji pri 30°C. S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom 1% mleka v prahu 
po treh dneh inkubacije pri 30°C (levo) in po osmih dneh inkubacije pri 30°C (desno). 
Zgoraj je kontrola, spodaj levo transformanta PA, spodaj desno transformanta PS. 
Že po treh dneh smo opazili rast kvasovk, ki se nadaljuje vse do 8 dni. Pri rasti 
kvasovke S. cerevisiae na gojišču lahko spremljamo tudi proteolitično aktivnost v 
primeru transformant PA in PS, ki jo lahko opazimo kot kolobar okrog kolonij (slika 4.3 





levo). Kot lahko opazimo na sliki 4.3 desno, je proteolitična aktivnost po osmih dneh 
inkubacije še bolj izrazita. 
4.2.2 Testiranje LL, LC in LP 
Transformante z geni za LL, LC in LP smo nacepili na gojišče SDA, ki je vsebovalo 
jajčni rumenjak. Kot kontrolo smo uporabili referenčni sev S. cerevisiae BY4741. 
Gojišča smo inkubirali pri 30°C. Slika 4.4 prikazuje rezultate po osmih dneh inkubacije. 
Vidimo lahko, da so zrasle kolonije vseh kvasovk, ki smo jih nacepili.  
 
Slika 4.4: S. cerevisiae na gojišču SDA z dodatkom jajčnega rumenjaka po osmih dneh 
inkubacije na 30°C. Zgoraj levo je kontrola, zgoraj desno transformanta z zapisom za 
LL, spodaj levo transformanta z zapisom za LC in spodaj desno transformanta z 
zapisom za LP. 
Transformante z zapisi za LL, LC in LP smo testirali še na gojišču z dodatkom 
detergenta Tween. Gojišče smo inkubirali 13 dni pri 30°C. Slika 4.5 so prikazuje 
rezultate, ki smo jih dobili. Kolonije so vidne le pri transformanti z zapisom za LC, lepo 
vidna pa je tudi lipazna aktivnost, ki jo lahko oprazimo kot kolobar okrog kolonij. 
 
Slika 4.5: S. cerevisiae na gojišču z dodatkom detergenta Tween po 13 dneh inkubacije 
pri 30°C. Zgoraj levo je kontrolo – referenčni sev S. cerevisiae, zgoraj desno 
transformanta z zapisom za LL, spodaj levo transformanta z zapisom za LC in spodaj 
desno transformanta z zapisom LP. 





Kot lahko vidimo na slikah, smo dobili najboljše rezultate pri transformantah z geni za 
LL, in proteazi PA in PS. Vzrokov za nedelovanje ostalih encimov (LC, LP) je lahko 
več. Eden izmed njih je lahko neuspešno izločanje proteinov iz celic. Zaporedja 
signalnega peptida, ki proteine usmeri k eksocitozi nismo spreminjali, temveč smo 
ohranili originalno zaporedje iz A. pullulans, za katerega ne moremo biti prepričani, da 
deluje tudi pri S. cerevisiae.  
Možen vzrok nedelovanja encima je lahko napačno zvijanje v novem okolju (v celicah 
S. cerevisiae namesto A. pullulans). Pravilno zvijanje proteinov je odvisno od okolja, 
vplivajo namreč fizikalno-kemijski parametri in pomagalni proteini. To pa se pri 
donorskem (v našem primeru A. pullulans) in receptorskem (S. cerevisiae) organizmu 
lahko bistveno razlikuje ter potencialno vodi v nepravilno zvijanje proteinov. Takšno 
nepravilno zvijanje je pri heterolognem izražanju proteinov znana in pogosta težava  
[35]. 
Poleg omenjenih razlogov je lahko vzrok za nedelovanje encima tudi neustrezna 
glikozilacija. Glikozilacija je posttranslacijska modifikacija, ki je prisotna pri vseh 
evkariontih in je pomembna pri številnih biokemičnih in celičnih procesih. Za ustrezno 
glikozilacijo je potreben ustrezen nabor encimov, ki se med organizmi razlikujejo. Za S. 
cerevisiae je značilno, da je monosaharidnih enot, vezanih na proteine, lahko tudi do 
200. Monosaharidna enota je običajno manoza. [36, 37]. Zato ima kvasovka značilen 
vzorec glikozilacije. Ali je takšen vzorec glikozilacije ustrezen tudi za encime iz A. 
pullulans ni znano. Pri uporabi kvasovke S. cerevisiae kot gostiteljskega organizma, 
pogosto prihaja do hiperglikozilacije rekombinantnih proteinov. 
Možno je tudi, da encim že v svoji originalni obliki v kvasovki A. pullulans ni aktiven. 
Navsezadnje pa je lahko razlog za nedelovanje encima tudi v tem, da so njegove 














4.3 Rezultati testiranja proteaze in lipaze pri različnih pogojih 
 
Lipazno in proteolitično aktivnost transformant smo testirali pri različnih pogojih. 
Znano je namreč, da kvasovka A. pullulans raste tudi pri za rast neugodnih razmerah, 
kot so visoke temperature, slanost in podobno. Pripravili smo gojišča YNB-Ura z 
dodatkom mleka v prahu, dodatkom glutena in detergenta Tween. Priprava gojišč je 
opisana v poglavju 3. Vsako od gojišč smo razdelili na dva dela in eni polovici dodali še 
5% NaCl. Tako pripravljena gojišča smo nacepili z transformantami S. cerevisiae. 
Gojišča smo inkubirali pri različnih temperaturah in sicer pri 15°C, 24°C in 37°C. Kot 
kontrolo smo uporabili kvasovko S. cerevisiae s praznim plazmidom pBEVY-U. 
4.3.1 Preverjanje aktivnosti proteaze PA in PS na gojišču YNB-Ura z dodatkom 
mleka v prahu pri različnih pogojih 
Ko smo preverili rast kvasovk z vnesenimi spremembami, smo želeli preveriti kako na 
rast vplivajo različne temperature in dodatek soli. Slika 4.6 levo prikazuje S. cerevisiae 
na gojišču YNB-Ura z dodatkom mleka v prahu po enem tednu inkubacije pri 15°C. 
Zgoraj smo nanesli kontrolo – kvasovko S. cerevisiae s praznim plazmidom, spodaj 
levo transformanto z zapisom za PA, spodaj desno pa transformanto z zapisom za PS. 
Zasledili smo rast kolonij. Kolonije so kremne barve, ravne in gladke. Na nekaterih 
delih so rahlo dvignjene. Celice so ovalne oblike in so med seboj povezane. Na sliki 4.6 
desno je S. cerevisiae na istem gojišču po dveh tednih inkubacije. Lahko vidimo, da so 
kolonije še rasle. V primeru transformante z genom PA, spodaj levo, pa vidimo tudi, da 
proteolitično aktivnost zaznamo tudi pri 15°C. Proteolitično aktivnost lahko vidimo kot 
kolobar okrog kolonij kvasovke.  
 
Slika 4.6: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom mleka v prahu po enem tednu 
inkubacije pri 15°C (levo) in dveh tednih inkubacije pri 15°C (desno). Razporeditev 
kolonij je naslednja: zgoraj kontrola, spodaj levo transformanta PA, spodaj desno 
transformanta PS.  





Na sliki 4.7 levo lahko vidimo S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom mleka v 
prahu in 5% NaCl, ki smo ga inkubirali en teden pri 15°C. Zgoraj smo nanesli kontrolo 
– uporabili smo S. cerevisiae s praznim plazmidom, spodaj levo transformanto z 
zapisom za PA in spodaj desno transformanto z zapisom za PS. Vidimo, da je rast 
kvasovk prisotna, vendar šibka. Na sliki 4.7 desno lahko vidimo S. cerevisiae na istem 
gojišču po dveh tednih inkubacije. Kolonije so lepše vidne. Kvasovka torej raste tudi pri 
temperaturi 15°C in ob dodatku 5% NaCl, vendar pričakovano počasneje kot na gojišču 
brez dodatka 5% NaCl. Kljub temu tudi v tem primeru pri transformanti PA, spodaj 
levo, lepo vidimo znake proteolitične aktivnosti. 
Pri ekstremnih okoljskih pogojih pride pri kvasovkah do hitrih sprememb, ki se kažejo 
kot prilagoditve metabolnih poti in spremembe v izražanju genov. Te prilagoditve se 
zgodijo z namenom varovanja celic pred škodljivimi dejavniki in za popravljanje 
morebitnih molekularnih poškodb. Mikroorganizmi kot S. cerevisiae razvijejo sisteme, 
ki delujejo proti stresu zaradi dodatka soli. Stres zaradi soli se lahko kaže kot toksičnost 
ionov ali kot osmotski stres. Če celice izpostavimo hiperosmotskemu okolju, lahko 
pride do hitre dehidracije celic in ustavitve celične rasti. V takih primerih ima ključno 
vlogo reprogramiranje oziroma prilagoditev. Pod stresnimi pogoji celice kvasovk 
povečajo intracelično akumulacijo osmolitov, poliolov, še posebej glicerola ter amino 
kisline in maščobne kisline v celičnih membranah [38]. Še posebej zanimivi v pogojih 
visoke slanosti so zunajcelični encimi. Ti so namreč – za razliko od znotrajceličnih, ki 
delujejo v zelo reguliranem okolju, kjer so koncentracije soli praviloma nizke, osmotski 
tlak pa vzdržujejo za delovanje celice neproblematični kompatibilni topljenci, kot je 
glicerol – neposredno izpostavljenih ionom soli in morajo biti nanje posebej prilagojeni. 
 
Slika 4.7: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom mleka v prahu in 5% NaCl po 
enem tednu inkubacije pri 15°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 15°C (desno). 
Razporeditev kolonij je naslednja: zgoraj kontrola, spodaj levo transformanta PA, 
spodaj desno transformanta PS. 
Na sliki 4.8 levo je S. cerevisiae na gojišču YNB CSM-Ura z dodatkom mleka v prahu, 
ki smo ga en teden inkubirali pri 24°C. Zgoraj smo nanesli kontrolo – uporabili smo S. 
cerevisiae s praznim plazmidom, spodaj levo transformanto z zapisom za PA in spodaj 





desno transformanto z zapisom za PS. Vidimo lahko, da kolonije večje kot na istem 
gojišču, ki smo ga inkubirali pri 15°C. Na sliki 4.8 desno je S. cerevisiae na istem 
gojišču po dveh tednih inkubacije. Opažena proteolitična aktivnost je podobna, kot pri 
15°C. Vidimo jo lahko kot kolobar okrog kolonij kvasovke S. cerevisiae. 
 
Slika 4.8: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom mleka v prahu po enem tednu 
inkubacije pri 24°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 24°C (desno). Razporeditev 
kolonij je naslednja: zgoraj kontrola, spodaj levo transformanta PA, spodaj desno 
transformanta PS. 
Na sliki 4.9 levo je S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom mleka v prahu in 5% 
NaCl, ki smo ga en teden inkubirali pri temperaturi 24°C. Če primerjamo z gojiščem 
brez dodatka NaCl, lahko vidimo, da je rast počasnejša, vendar še vedno lepo prisotna. 
Na sliki 4.9 desno je S. cerevisiae na istem gojišču po dveh tednih inkubacije pri 24°C.  
Velike razlike ni. Na sliki 4.9 levo in desno lahko vidimo pri transformanti PA, spodaj 
levo, proteolitično aktivnost. 
 
Slika 4.9: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom mleka v prahu in 5% NaCl po 
enem tednu inkubacije pri 24°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 24°C (desno). 
Razporeditev kolonij je naslednja: zgoraj kontrola, spodaj levo transformanta PA, 
spodaj desno transformanta PS. 
Na sliki 4.10 levo je S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom mleka v prahu, ki 
smo ga en teden inkubirali pri temperaturi 37°C. Lepo je vidna rast kolonij. Če 





primerjamo rast kolonij z rastjo kolonij pri temperaturah 15°C in 24°C, lahko vidimo, 
da so pri 37°C kolonije večje – ker vemo, da S. cerevisiae dobro raste pri tako visoki 
temperaturi, takšna hitrejša rast pri 37°C torej ni presenetljiva. Sklepamo torej, da višja 
kot je temperatura hitrejša je rast kolonij. Na sliki 4.10 desno je S. cerevisiae na istem 
gojišču po dveh tednih inkubacije pri 37°C. Hkrati pa v tem primeru vidimo, da ta 
temperatura za proteolitično aktivnost transformant ni več idealna – bodisi zaradi 
slabšega izražanja ali sekrecije samih proteaz, ali pa zaradi njihovega neoptimalnega 
delovanja pri tako visoki temperaturi. 
 
Slika 4.10: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom mleka v prahu po enem tednu 
inkubacije pri 37°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 37°C (desno). Razporeditev 
kolonij je naslednja: zgoraj kontrola, spodaj levo transformanta PA, spodaj desno 
transformanta PS. 
Na sliki 4.11 levo je S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom mleka v prahu in 
5% NaCl, ki smo ga inkubirali en teden pri temperaturi 37°C. Vidimo lahko, da rast ni 
lepa kot pri ostalih. Pri nacepljanju prišlo do razlitja  vcepka in so se kolonije pomešale. 
Rast je prisotna, vendar slabša kot na gojišču brez dodatka NaCl. Na sliki 4.11 desno je 
S. cerevisiae na istem gojišču po dveh tednih inkubacije pri 37°C. Rast se je 
nadaljevala, opazne proteolitične aktivnosti pa ni bilo. 
 
Slika 4.11: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom mleka v prahu in 5% NaCl po 
enem tednu inkubacije pri 37°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 37°C (desno). 
Razporeditev kolonij je naslednja: zgoraj kontrola, spodaj levo transformanta PA, 
spodaj desno transformanta PS. 





Če pogledamo rezultate lahko vidimo, da so kvasovke odlično rasle pri temperaturah 
24°C in 37°C in brez dodatka soli, proteolitična aktivnost pa je bila najbolje vidna pri 
24°C brez dodane soli v gojišču. To smo pričakovali, ker pri tej temperaturi najlepše 
raste tako divji tip S. cerevisiae kot divji tip A. pullulans. Vendar je tudi pri ostalih do 
rasti prišlo, najslabša rast je vidna pri gojiščih, ki smo jim dodali NaCl in jih inkubirali 
pri 15°C in 37°C. Sklepamo lahko, da je kombinacija teh temperatur in soli, 
predstavljala velik stres za kvasovko, še večji pa bodisi za njeno izražanje/sekrecijo 
heterolognega encima, bodisi za njegovo delovanje.  
4.3.2 Preverjanje aktivnosti proteaze PA in PS na gojišču YNB-Ura z dodatkom 
glutena pri različnih pogojih  
Ker je gluten po svoji zgradbi protein, imajo proteaze velik potencial pri predelavi živil, 
ki vsebujejo gluten. Vedno več ljudi ima težave s preobčutljivostjo na nekatere 
sestavine hrane. Najbolj znana je preobčutljivost na gluten, ki lahko vodi tudi do 
bolezni, celiakije. Edina rešitev za bolnike je trenutno dieta, ki ne vsebuje glutena. 
Zaradi tega znanstveniki po svetu iščejo vedno nove rešitve. Ena od njih je 
zmanjševanje imunogenosti glutena s pomočjo mikrobioloških proteaz. 
Pripravili smo gojišče z dodatkom glutena. Spremljali proteolitično aktivnost, proteaze 
namreč razgrajujejo gluten. Na sliki 4.12 levo je S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z 
dodatkom glutena, ki smo ga inkubirali en teden pri temperaturi 15°C. Vidimo, da so 
kvasovke na gojišču lepo zrasle, v primeru transformante PA pa lepo vidimo tudi znake 
razgradnje glutena. V primeru transformante PS proteolitične aktivnosti nismo opazili. 
Na sliki 4.12 desno je S. cerevisiae na istem gojišču po dveh tednih inkubacije pri 
temperaturi 15°C. Na sliki desno je proteolitična aktivnost proteaze PA, na gojišču 
spodaj levo, še lepše vidna. 
 
Slika 4.12: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom glutena po enem tednu 
inkubacije pri 15°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 15°C (desno). Razporeditev 
kolonij je naslednja: zgoraj kontrola, spodaj levo transformanta PA, spodaj desno 
transformanta PS. 





Na sliki 4.13 levo S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom glutena in 5% NaCl, ki 
smo ga inkubirali en teden pri temperaturi 15°C. Zgoraj lahko vidimo kontrolo, spodaj 
levo transformanto z zapisom za PA, spodaj pa transformanto z zapisom PS. Na sliki 
4.13 desno je S. cerevisiae na istem gojišču po dveh tednih inkubacije pri temperaturi 
15°C. Razgradnje glutena v tem primeru nismo opazili. To smo tudi pričakovali – 
dodatek NaCl je verjetno predstavljal prevelik stres za kvasovko. 
 
Slika 4.13: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom glutena in 5% NaCl po enem 
tednu inkubacije pri 15°C (levo in po dveh tednih inkubacije pri 15°C (desno). 
Razporeditev kolonij je naslednja: zgoraj kontrola, spodaj levo transformanta PA, 
spodaj desno transformanta PS. 
 S. cerevisiae na gojišču YNB CSM-Ura z dodatkom glutena, ki smo ga inkubirali en 
teden pri temperaturi 24°C (Slika 4.14 levo). Vidimo lahko, da je rast lepo prisotna že 
po enem tednu in da se je nadaljevala. Na sliki 4.14 desno je S. cerevisiae na istem 
gojišču po dveh tednih inkubacije pri 24°C. Pri teh pogojih smo pričakovali najboljše 
rezultate, saj je ta temperatura optimalna za rast pivske kvasovke. Kot pričakovano je 
bila razgradnja glutena v  primeru transformante s proteazo PA odlično vidna. 
Proteolitična aktivnost je vidna kot razgradnja gojišča okrog kolonij S. cerevisiae – 
kolobar okrog kolonij. Tudi pri tej temperaturi nismo opazili proteolitične aktivnosti v 
primeru transformante s proteazo PS. 
 
Slika 4.14: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom glutena enem tednu 
inkubacije pri 24°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 24°C (desno). Razporeditev 
kolonij je naslednja: zgoraj kontrola, spodaj levo transformanta PA, spodaj desno 
transformanta PS. 





Na sliki 4.15 levo je S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom glutena in 5% NaCl 
po enem tednu inkubacije pri temperaturi 24°C. Vidimo lahko, da so kvasovke zrasle 
kljub dodatku 5% NaCl, vendar šibkeje. Kot vidimo je dodatek NaCl vplival tudi na 
proteolitično aktivnost, saj lahko opazimo le šibko razgradnjo glutena v primeru 
transformante PA. Na sliki 4.15 desno lahko vidimo S. cerevisiae na istem gojišču po 
dveh tednih inkubacije pri 24°C. Razgradnjo glutena s heterologno proteazo PA je 
(podobno kot smo opazili v primeru kazeina) 5% NaCl skoraj popolnoma zavrlo.  
 
Slika 4.15: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom glutena in 5% NaCl po enem 
tednu inkubacije pri 24°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 24°C (desno). 
Razporeditev kolonij je naslednja: zgoraj kontrola, spodaj levo transformanta PA, 
spodaj desno transformanta PS. 
Na sliki 4.16 levo je S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom glutena, ki smo ga 
en teden inkubirali pri temperaturi 37°C. Na sliki 4.16 desno pa lahko vidimo S. 
cerevisiae na istem gojišču po dveh tednih inkubacije pri temperaturi 37°C. Vidimo 
lahko proteolitično aktivnost proteaze PA, spodaj levo, ki je bila po dveh tednih še lepše 
vidna, a vendar je bila slabša kot pri 24°C. 
 
Slika 4.16: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom glutena po enem tednu 
inkubacije pri 37°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 37°C (desno). Razporeditev 
kolonij je naslednja: zgoraj kontrola, spodaj levo transformanta PA, spodaj desno 
transformanta PS. 





Na sliki 4.17 levo je S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom glutena in 5% NaCl, 
ki smo ga inkubirali en teden pri 37°C. Kot lahko vidimo je rast kolonij kljub dodatku 
NaCl prisotna, vendar nekoliko slabša kot na gojišču brez dodatka NaCl. Na sliki 4.17 
je S. cerevisiae na istem gojišču po dveh tednih inkubacije pri 37°C. Kot smo 
pričakovali, je dodatek NaCl proteolitično aktivnost proteaze PA skoraj popolnoma 
zavrl. Kombinacija temperature in dodatka soli je očitno predstavljala prevelik stres za 
kvasovko S. cerevisiae. 
 
Slika 4.17: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom glutena in 5% NaCl po enem 
tednu inkubacije pri 37°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 37°C (desno). 
Razporeditev kolonij je naslednja: zgoraj kontrola, spodaj levo transformanta PA, 
spodaj desno transformanta PS. 
4.3.3 Preverjanje aktivnosti LL na gojišču YNB-Ura z dodatkom detergenta Tween 
pri različnih pogojih 
Podobno kot proteazno, smo preverjali tudi, lipazno aktivnost pri različnih pogojih. Za  
testiranje lipazne aktivnosti smo pripravili gojišče YNB-Ura z dodatkom detergenta 
Tween. Na sliki 4.18 levo vidimo S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom 1% 
Tween-a, ki smo ga inkubirali en teden pri temperaturi 15°C. Levo smo nacepili 
kontrolo - S. cerevisiae s praznim plazmidom, desno pa transformanto z zapisom za LL. 
Že po enem tednu smo opazili rast kolonij, lipazne aktivnosti pa nismo opazili. Na sliki 
4.18 desno je S. cerevisiae na istem gojišču po dveh tednih inkubacije pri 15°C. Tudi po 
dveh tednih inkubacije, lipazne aktivnosti nismo opazili. 






Slika 4.18: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z 1% Tween po enem tednu inkubacije pri 
15°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 15°C (desno). Razporeditev kolonij je 
naslednja: levo kontrola, desno transformanta LL. 
Pripravili smo gojišče YNB-Ura z dodatkom 1% Tween in 5% NaCl. Nacepili smo 
kvasovke in gojišče inkubirali en teden pri 15°C. Levo smo nacepili kontrolo - S. 
cerevisiae s praznim plazmidom, desno pa transformanto z zapisom za LL. Kot lahko 
vidimo na sliki 4.19 levo na gojišču ni zraslo nič. Gojišče smo inkubirali še en teden pri 
temperaturi 15°C in kot prikazuje slika 4.19 desno tudi po dveh tednih inkubacije ni bilo 
vidne nobene rasti. Verjetno je kombinacija detergenta Tween in NaCl predstavljala 
prevelik stres za kvasovko. Ker pri našem delu nismo delali s čistimi encimi, ne 
moremo vedeti ali je temperatura vplivala na aktivnost encima ali le na njegovo 
izražanje. 
 
Slika 4.19: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z 1% Tween in 5% NaCl po enem tednu 
inkubacije pri 15°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 15°C (desno). Razporeditev 
kolonij je naslednja: levo kontrola, desno transformanta LL. 
Na gojišče YNB-Ura z dodatkom 1% Tween levo smo nacepili kontrolo, desno pa 
transformanto z zapisom za LL in ga inkubirali pri 24°C. Po enem tednu inkubacije so 
bile lepo vidne kolonije kot prikazuje slika 4.20 levo. Gojišče smo inkubirali še en teden 
in kot lahko vidimo na sliki 4.20 desno ni vidne velike razlike v rasti. Lahko pa na sliki 
4.20 desno opazimo lipazno aktivnosti, ki je lepo vidna kot kolobar okrog kolonij. Če 





primerjamo s sliko 4.19 lahko vidimo, da so kvasovke pri temperaturi 24°C lepo zrasle, 
medtem ko pri temperaturi 15°C nismo opazili nobene kolonije kvasovke. Tak rezultat 
smo pričakovali, ker vemo, da je optimalna temperatura za rast kvasovke 24°C. 
 
Slika 4.20: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura  z 1% Tween po enem tednu inkubacije 
pri 24°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 24°C (desno). Razporeditev kolonij je 
naslednja: levo kontrola, desno transformanta LL. 
Na gojišče YNB-Ura z dodatkom 1% Tween-a in 5% NaCl smo nacepili kontrolo in 
transformanto LC ter gojišče en teden inkubirali pri temperaturi 24°C. Na sliki 4.21 levo 
je vidno, da so kolonije kvasovke zrasle kljub dodatku NaCl. Gojišče smo inkubirali še 
en teden, kar lahko vidimo na sliki 4.21 desno. Lipazne aktivnosti po enem tednu ni 
videti, po dveh tednih pa je šibka – kolobar okrog kolonij transformante LL. 
 
Slika 4.21: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z 1% Tween in 5% NaCl po  tednu 
inkubacije pri 24°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 24°C (desno). Razporeditev 
kolonij je naslednja: levo kontrola, desno transformanta LL. 
Na gojišče YNB-Ura z dodatkom Tween-a smo nacepili kontrolo - S. cerevisiae s 
praznim plazmidom (levo) in transformanto z zapisom LL (desno). Gojišče smo 
inkubirali pri temperaturi 37°C. Najprej smo inkubirali en teden kot prikazuje slika 4.22 
levo. Vidimo lahko, da so kolonije zrasle, vendar lipazne aktivnosti ni opaziti. 
Inkubacijo smo nadaljevali še en teden (slika 4.22 desno). Če sliki 4.22 levo in desno 
primerjamo, vidimo, da bistvene razlike ni bilo. Lipazne aktivnosti nismo opazili. 






Slika 4.22: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z 1% Tween po enem tednu inkubacije pri 
37°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 37°C (desno). Razporeditev kolonij je 
naslednja: levo kontrola, desno transformanta LL. 
Na sliki 4.23 levo je S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom 1% Tween-a in 5% 
NaCl. Levo smo nacepili kontrolo, desno pa transformanto z zapisom za LL. Gojišče 
smo inkubirali en teden pri temperaturi 37°C. Po enem tednu nismo opazili rasti 
kvasovk. Isto gojišče smo inkubirali pri 37°C še en teden. Kot lahko vidimo na sliki 
4.23 desno tudi po dveh tednih inkubacije ni vidne rasti. Tak rezultat smo pričakovali. 
 
Slika 4.23: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z 1% Tween in 5% NaCl po enem tednu 
inkubacije pri 37°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 37°C (desno). Razporeditev 
kolonij je naslednja: levo kontrola, desno transformanta LL. 
Gojišče YNB-Ura, ki smo mu dodali 1% Tween-a, smo uporabili za testiranje lipazne 
aktivnosti. Kot vidimo na slikah, so kvasovke zrasle na vseh gojiščih, ki niso vsebovala 
soli. Na gojiščih z dodatkom soli so kvasovke rasle le v primeru inkubacije pri 24°C. Pri 
gojiščih z dodatkom soli, ki smo jih inkubirali pri temperaturi 15°C in 37°C, kvasovka 
ni rasla. Zaključimo lahko, da je kombinacija teh temperatur in soli ob dodatku Tween-a 
v gojišču, predstavljala prevelik stres za kvasovko. Temperatura namreč vpliva na 
celične membrane. Membrane so sestavljene iz lipidov, predstavljajo selektivno 
prehodno bariero, energijsko zalogo, omogočajo prenos signalov in celični transport. 





Ker je Tween detergent, prav tako vpliva na celične membrane. Možno je torej, da 
oboje skupaj predstavlja prevelik stres za kvasovko S. cerevisiae.  
Kot lahko vidimo na slikah, smo najboljše rezultate dobili na gojišču, ki ni vsebovalo 
NaCl in smo ga inkubirali pri temperaturi 24°C. Lahko rečem, da smo take rezultate 
pričakovali, saj tudi nespremenjeni sevi kvasovke  S. cerevisiae dobro rastejo pri takih 
pogojih, A. pullulans pa pri 37°C ne raste, zato je možno da tudi encimi te kvasovke na 
takšne visoke temperature niso prilagojeni. Mogoče kvasovka S. cerevisiae v teh 
pogojih proizvede tudi največ encima. V prihodnosti bi bilo smiselno preizkusiti čiste 
encime in vitro. Naredili smo poskus na biokemičnih encimskih testih, vendar 
najverjetneje zaradi premajhnih koncentracij encima v gojišču poskus ni uspel. V 
nadaljevanju raziskave bi tako lahko poskusili pridobiti encime v večjih količinah in 
koncentracijah. Regulacija izražanja rekombinantnega proteina je zelo kompleksna in je 
sestavljena iz več elementov. Za izražanje točno določenega rekombinantnega proteina, 
je ključnega pomena ekspresijski plazmid. Ekspresijski plazmid je sestavljen iz več 
elementov, konfiguracija le teh pa je ključna za sintezo encima. Za pridobitev večjih 
količin encima potrebujemo torej primeren vektor. Na izražanje rekombinantnih 
proteinov v kvasovki S. cerevisiae vpliva več faktorjev. Zato lahko na različne načine 
poskušamo povečati izražanje. Lahko stimuliramo sekretorno pot, da izboljšamo 
sekrecijo rekombinantnih encimov.  





5 Sklepne ugotovitve 
A. pullulans je izredno pomembna kvasovka v industriji. Znanstveniki so dokazali njeno 
široko uporabnost. Proizvaja namreč številne produkte, kot so zunajcelični encimi, 
enocelični proteini, polisaharid pululan in številne druge male molekule, ki delujejo kot 
antibiotiki ali kot zaviralci imunskega odziva. Njena sposobnost rasti v ekstremnih 
razmerah, omogoča uporabo v različne namene. Zelo pomembno vlogo igra pri kontroli 
rasti rastlinskih patogenov. Zaradi vseh potencialnih možnosti uporabe je trenutno 
predmet mnogih raziskav. Vsebuje več genov, ki nosijo zapise za zunajcelične encime. 
Z nedavno določitvijo genomskega zaporedja je omogočeno preučevanje teh genov za 
industrijsko uporabo.  
Z raziskovalnim delom smo želeli izbrati gene za zunajcelične encime, ki imajo 
potencial za uporabo v industriji. Želeli smo izraziti te gene v laboratorijskem sevu 
pivske kvasovke in jih okarakterizirati. Pomnožili smo več izbranih genov za 
zunajcelične encime iz cDNA, pripravljene iz celokupne RNA iz A. pullulans. 
Uspeli smo dokazati, da je gene za zunajcelične encime črne kvasovke  A. pullulans, 
mogoče izraziti v pivski kvasovki S. cerevisiae. Uspeli smo dobiti transformante S. 
cerevisiae z encimsko aktivnostjo, ki je izvorni sev kvasovke nima. Do tega je prišlo 
zaradi proizvodnje heterolognega encima. 
Uspeli smo dokazati encimsko aktivnost pri dveh encimih, eni proteazi (PA) in eni 
lipazi (LL). Pri ostalih encimih opazne aktivnosti ni bilo. Možnih razlogov za to je več, 
npr. neuspešna sekrecija, nepravilno zvijanje, neustrezna glikozilacija. Možno je, da 
encim že v originalu ni bil aktiven ali pa da ne deluje pri uporabljenih pogojih in 
substratih. Proteazo in lipazo smo uporabili za nadaljnja testiranja. Pripravili smo 
gojišča z različno slanostjo in jih inkubirali pri različnih temperaturah.  
Uspeli smo dokazati, da encimi iz kvasovke A. pullulans do neke mere delujejo tudi v 
stresnih pogojih (5% NaCl (m/v)), vendar bistveno šibkeje, kar je morda nekoliko 
presenetljivo, saj je A. pullulans ekstremnotoleranten organizem, ki lahko raste tudi pri 
bistveno višjih koncentracijah soli. Pivsko kvasovko, v katero smo vnesli zapise za 
zunajcelične encime A. pullulans, smo nacepili na različna gojišča in jih inkubirali pri 
temeraturah 15°C, 24°C in 37°C. Zaznali smo encimsko aktivnost encima med rastjo 
kvasovke S. cerevisiae pri povišani slanosti in pri različnih temperaturah rasti. Najboljši 
rezultati so bili pričakovano pri gojiščih, ki niso vsebovala soli in ki smo jih inkubirali 
pri temperaturi 24°C, saj je ta temperatura najbolj ugodna tako za rast kvasovke A. 
pullulans, kot tudi S. cerevisiae.  
 





6 Literatura  
1. Mikroorganizem. Termania. https://www.termania.net/slovarji/mikrobioloski-
slovar/7818028/mikroorganizem?query=mikroorganizem&SearchIn=All (pridobljeno 
27. apr. 2019) 
2. S. Mosttafiz, M. Rahman, M. Rahman: Biotechnoloy: Role Of Microbes in 
Sustainable Agriculture And Enviromental Health. The Internet Journal of 
Microbiology, 2012, 10, 1. 
3. P. S. Nigam: Microbial Enzymes with Special Characteristics for Biotechnological 
Applications. Biomolecules, 2013, 3, 597-611. 
4. R. F. Boyer: Temelji biokemije. Ljubljana: Študentska založba, 2005, strani 79, 88-
89, 107-108, 200, 338-339, 349-351. 
5. C. Lopez-Otin, J. S. Bond: Multifunctional Enzymes in Life and Disease. JBC, 2008, 
283, 30433-30437. 
6. R. Singh, A. Mittal, M. Kumar, P. Kumar Mehta: Microbial Proteases in Commercial 
Applications. Journal of Pharmaceutical, Chemical and Biological Sciences, 2016, 
4(3):365-374.  
7. N. G. Heredia-Sandoval, M. Y. Valencia-Tapia, A. M. Calderón de la Barca, A. R. 
Islas-Rubio: Microbial Proteases in Baked Goods: Modification of Gluten and Effects 
on Immunogenicity and Product Quality. Foods, 2016, 5, 59, 1-10. 
8. P. K. Ghosh, R. K. Saxena, R. Gupta, R. P. Yaday, S. Davidson: Microbial lipases: 
production and aplications. Sci Prog., 1996, 79, 119-57. 
9. J. Vakhlu, A. Kour: Yeast lipases: enzyme purification, biochemical properties and 
gene cloning. Electronic Journal of Biotechnology, 2006, Vol 9. 
10. J. Zhang, R. Chiodini, A. Badr, G. Zhang: The impact of next-generation 
sequencing on genomics. J Genet Genomics, 2011, 95-109. 
11. D. Mattanovich, P. Branduardi, L. Dato, B. Gasser, M. Sauer, D. Porro: 
Recombinant Protein Production in Yeast. Recombinant Gene Expresion: Reviews and 
Protocols, 3. izdaja, Methods in Molecular Biology, vol. 824, Springer 
Science+Bussines Media 2012, 331-358. 





12. N. Ferrer-Mirales, J. Domingo-Espin, J. Luis Corchero, E. Vazquez, A. Villaverde: 
Microbial factories for recombinant pharmaceuticals. BioMed Central, Microbial Cell 
Factories, 2009, 8:17 
13. B. R. Glick, J. J. Pasternak, C. L. Patten: Molecular Biotechnology, Principles and 
Aplications of Recombinant DNA, 2010, poglavje 7, strani 240-289. 
14. R. J. Zahrl, D. A. Pena, D. Mattanovich, B. Gasser: Systems biotechnology for 
protein production in Pichia pastoris. FEMS Yeast Research, 2017, 17, 7. 
15. J. Lin Cereghino, J. M. Cregg: Heterologous protein expression in the 
methylotrophic yeast Pichia pastoris. FEMS Microbiology Reviews, 2000, 24, 45-66. 
16. M. Ahmad, M. Hirz, H. Pichler, H. Schwab: Protein expression in Pichia pastoris: 
recent achievements and perspectives for heterologous protein production. Appl 
Microbiol Biotechnol, 2014, 98, 5301–5317. 
17. J. H. Colombelli Manfrão-Netto, A. Milton Vieira Gomes, N. Skorupa Parachin: 
Advances in using Hansenula polymorpha as chassis for recombinant protein 
production. Frontiers in Bioengineering and Biotechnology, 2019, 7, 94, 1-13. 
18. Saccharomyces cerevisiae. ITIS Report. 
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=19
4157#null (pridobljeno 27. apr. 2019). 
19. D. Botstein, S. A. Chervitz, J. M. Cherry: Yeast as a Model Organism. Science, 
1997, 277, 1259-1260. 
20. F. Sherman: Getting started with Yeast. Methods Enzymol, 2002, 350, 3-41 
21. K. Hong, J. Nielsen: Metabolic engineering of Saccharomyces cerevisiae: a key cell 
factory platform for future biorefineries, Cellular and Molecular Life Sciences, 2012, 
2671-2690. 
22. S. Kawai, W. Hashimoto, k. Murata: Transformation of Saccharomyces cerevisiae 
and other fungi. Bioengineered bugs, 2010, 6, 395-403. 
23. P. Zalar, C. Gostinčar, G.S de Hoog, V. Uršič, M. Sudhadham in N. Gunde-
Cimerman: Redefinition of Aurebasidium pullulans and its varietis. Studies in 
Mycology, 2008, 61, 21-38 
24. G. S. De Hoog: Evolution of black yeasts: possible adaptation to the human host. 
Antonie van Leeuwenhoek, 1993, 63, 105-109. 





25. Aureobasidium pullulans. Mycology online, The University of Adelaide. 
https://mycology.adelaide.edu.au/descriptions/hyphomycetes/aureobasidium/ 
(pridobljeno 10. jun. 2019).  
26. R. Gaur, R. Singh, M. Gupta, M. Kumar Gaur: Aureobasidium pullulans, an 
economically important polymorphic yeast with special reference to pullulan. African 
Journal of Biotechnology, 2010, 9, 7989-7997. 
27. Aureobasidium pullulans. Mycobank Database. 
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Table=Mycobank&Rec=502676&Fields=A
ll (pridobljeno 27. Apr. 2019).  
28. C. Gostinčar, R.A. Ohm, T. Kogej, S. Sonjak, M. Turk, J. Zajc, P. Zalar, M. Grube, 
H. Sun, J. Han, A. Sharma, J. Chiniquy, C. Yee Ngan, A. Lipzen, K. Barry, I.V. 
Grigoriev, N. Gunde-Cimerman: Genome sequencing of four Aureobasidium pullulans 
varieties: biotechnological potential, stress tolerance, and description of new species. 
BMC Genomics, 2014, 15, 549. 
29. M. S. Deshpande, V. B. Rale, J. M. Linch: Aureobasidium pullulans in applied 
microbiology: A status report. Enzyme and Microbial Technology, 1992, 14, 514-527. 
30. W. Wang, Z. Chi, G. Liu, M. A. Buzdar, Z. Chu, Q. Gu: Chemical and biological 
characterisation of siderophore produced by the marine-derived Aureobasidium 
pullulans HN6.2 and its antibacterial activity. Biometals, 2009, 965-972. 
31. C. Gostinčar, L. Muggia, M. Grube: Polyextremotolerant black fungi: 
oligotrophism, adaptive potential, and a link to lichen symbioses. Frontiers in  
Microbiology, 2012, 390, 1-6. 
32. T. A. Hamza: Bacterial Protease Enzyme: Safe and Good Alternative fo Industrial 
and Commercial Use. International Journal of Chemical and Biomolecular Science, 
2017, 3, 1-10. 
33. P. K. Ghosh, R. K. Saxena, R. Gupta, R. P. Yadav, S. Davidson: Microbial lipases: 
production and applications. Science progress, 1996, 79, 119-157. 
34. C. M. L. Carvalho, M.R. Aires-Barros, J. M. S. Cabral: Cutinase structure, function 
and biocatalytic applications. EJB Electronic Journal of Biotechnology, 1998, 3, 160-
173. 
35.  B. Gasser, M. Saloheimo, U. Rinas, M. Dragosits, E. Rodríguez-Carmona, K. 
Baumann, M.Giuliani, E. Parrilli, P. Branduardi, C.Lang, D. Porro, P. Ferrer, M. L. 
Tutino, D. Mattanovich, A.Villaverde: Protein folding and conformational stress in 





microbial cells producing recombinant proteins: a host comparative overview. 
Microbial Cell Factories, 2008, 7:11. 
36. Z. Roth, G. Yehezkel, I. Khalaila: Identification and Quantification of Protein 
Glycosylation. International Journal of Carbohydrate Chemistry, 2012, 640923, 1-10. 
37. A. M. Vieira Gomes, T. S. Carmo, L. S. Carvalho, F. Mendonça Bahia, N. Skorupa 
Parachin: Comparison of Yeasts as Hosts for Recombinant Protein Production. 
Microorganisms, 2018, 6, 38, 1-23. 
38. A. Nasser, E. Moghaz: Comparative study of salt tolerance in Saccharomyces 























7 Kazalo slik 
Slika 3.1: Shema poteka raziskovalnega dela.. ............................................................... 15 
Slika 3.2: Plazmidna karta pBEVY-U. ........................................................................... 22 
Slika 4.1: Produkti po agarozni gelski elektroforezi po prvem poskusu PCR. .............. 34 
Slika 4.2: Produkti po agarozni gelski elektroforezi po drugem poskusu PCR.. ........... 35 
Slika 4.3: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom 1% mleka v prahu po 
inkubaciji pri 30°C. ................................................................................................ 36 
Slika 4.4: S. cerevisiae na gojišču SDA z dodatkom jajčnega rumenjaka po osmih dneh 
inkubacije na 30°C.. ............................................................................................... 37 
Slika 4.5: S. cerevisiae na gojišču z dodatkom detergenta Tween po 13 dneh inkubacije 
pri 30°C.. ................................................................................................................ 37 
Slika 4.6: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom mleka v prahu po enem tednu 
inkubacije pri 15°C (levo) in dveh tednih inkubacije pri 15°C (desno).. ............... 39 
Slika 4.7: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom mleka v prahu in 5% NaCl po 
enem tednu inkubacije pri 15°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 15°C 
(desno).. .................................................................................................................. 40 
Slika 4.8: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom mleka v prahu po enem tednu 
inkubacije pri 24°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 24°C (desno). ........... 41 
Slika 4.9: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom mleka v prahu in 5% NaCl po 
enem tednu inkubacije pri 24°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 24°C 
(desno).. .................................................................................................................. 41 
Slika 4.10: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom mleka v prahu po enem tednu 
inkubacije pri 37°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 37°C (desno). ........... 42 
Slika 4.11: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom mleka v prahu in 5% NaCl po 
enem tednu inkubacije pri 37°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 37°C 
(desno).. .................................................................................................................. 42 





Slika 4.12: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom glutena po enem tednu 
inkubacije pri 15°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 15°C (desno). ........... 43 
Slika 4.13: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom glutena in 5% NaCl po enem 
tednu inkubacije pri 15°C (levo in po dveh tednih inkubacije pri 15°C (desno). .. 44 
Slika 4.14: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom glutena enem tednu 
inkubacije pri 24°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 24°C (desno). ........... 44 
Slika 4.15: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom glutena in 5% NaCl po enem 
tednu inkubacije pri 24°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 24°C (desno). . 45 
Slika 4.16: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom glutena po enem tednu 
inkubacije pri 37°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 37°C (desno). ........... 45 
Slika 4.17: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z dodatkom glutena in 5% NaCl po enem 
tednu inkubacije pri 37°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 37°C (desno). . 46 
Slika 4.18: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z 1% Tween po enem tednu inkubacije pri 
15°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 15°C (desno). .................................. 47 
Slika 4.19: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z 1% Tween in 5% NaCl po enem tednu 
inkubacije pri 15°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 15°C (desno). ........... 47 
Slika 4.20: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura  z 1% Tween po enem tednu inkubacije 
pri 24°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 24°C (desno). ............................. 48 
Slika 4.21: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z 1% Tween in 5% NaCl po  tednu 
inkubacije pri 24°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 24°C (desno). ........... 48 
Slika 4.22: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z 1% Tween po enem tednu inkubacije pri 
37°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 37°C (desno). .................................. 49 
Slika 4.23: S. cerevisiae na gojišču YNB-Ura z 1% Tween in 5% NaCl po enem tednu 
inkubacije pri 37°C (levo) in po dveh tednih inkubacije pri 37°C (desno).  .......... 49 





8 Kazalo tabel 
Tabela 1: Sestava gojišča YPD. ...................................................................................... 16 
Tabela 2: Sestava gojišča YNB-Ura (brez agarja).......................................................... 17 
Tabela 3: Sestavine za pripravo gojišča YNB -Ura (brez agarja). ................................. 17 
Tabela 4: Sestava gojišča 2×YNB-Ura. .......................................................................... 17 
Tabela 5: Sestava gojišča za fosfolipaze. ....................................................................... 18 
Tabela 6:Sestava gojišča za sekretorne lipaze. ............................................................... 18 
Tabela 7: Sestava gojišča z dodatkom 1% Tween-20. ................................................... 18 
Tabela 8: Raztopina mleka v prahu. ............................................................................... 19 
Tabela 9: Raztopina glutena. .......................................................................................... 19 
Tabela 10: Štiri različna gojišča YNB – Ura. Sestava 4 različnih gojišč, ki smo jih 
uporabili za testiranje proteazne in lipazne aktivnosti pod različnimi pogoji. ....... 19 
Tabela 11: Sestavine za pripravo gojišča YNB-Ura z dodatkom detergenta Tween 
(razen agarja). ......................................................................................................... 20 
Tabela 12: Gojišče z dodatkom Tween brez in z 5% NaCl. ........................................... 20 
Tabela 13: 1,0 M raztopina litijevega acetata. ................................................................ 20 
Tabela 14: Raztopina PEG. ............................................................................................ 21 
Tabela 15: TE pufer. ....................................................................................................... 21 
Tabela 16: Seznam začetnih oligonukleotidov. .............................................................. 22 
Tabela 17: Seznam uporabljenih kemikalij in reagentov ter njihovi proizvajalci. ......... 23 
Tabela 18: Laboratorijski pribor in laboratorijske naprave. ........................................... 24 
Tabela 19: Reakcijska mešanica za prvi PCR. ............................................................... 25 





Tabela 20: Reakcijska mešanica za drugi PCR. ............................................................. 26 
Tabela 21: Reakcijska mešanica za prvi PCR (drugi poskus). ....................................... 27 
Tabela 22: Reakcijska mešanica za drugi PCR (drugi poskus). ..................................... 27 
Tabela 23: Reakcijska mešanica za pomnoževanje plazmida v dveh delih z verižno 
reakcijo s polimerazo. ............................................................................................. 28 
Tabela 24: Transformacijska mešanica. ......................................................................... 30 
Tabela 25: Koncentracije in uporabljene količine pomnoženih kodirajočih regij iz A. 
pullulans ter plazmidnih fragmentov. ..................................................................... 31 
Tabela 26: Reakcijska mešanica za PCR za prevejanje uspešnosti transformacije. ....... 31 
 
